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Résumé

La bactérie fixatrice d'azote Ensifer aridi, isolée du désert Marocain, est dotée de capacités de
survie multiples. Elle s‘adapte a des conditions environnementales particulicrement difficiles.
Cette nouvelle espeéce représente un modele d‘étude intéressant pour étudier les mécanismes
d‘adaptation aux environnements difficiles (Sakrouhi et al., 2016). L*étude transcriptomique
RNAseq a généré des données sur des genes différentiellement exprimés dans les situations de
stress salin et hydrique. Dans cette étude des mutants ont été générés sur les genes sélectionnes,
avec une analyse de leurs transcriptions et une caractérisation comparative de leurs réponses
phénotypiques. La mutation des genes, nesR et sahR, a affecté drastiquement la symbiose, la
tolérance au sel, la motilité et la tolérance aux stress oxydatifs, aux acides et aux détergents des
mutants. En revanche la double mutation des deux genes régulateurs a généré une tolérance
accrue aux stress detergents, oxydatifs et acides, couplée avec une diminution de la capacité de
tolérance au sel et la symbiose. La mutation des génes impliqués dans la biosynthese et le
transport du tréhalose, otsB et thuR, a amélioré la symbiose et la croissance des deux mutants
dans un milieu hyper-osmotique. La mutation de rpoE2 n‘a pas affecté la tolérance au stress
salin et la capacité symbiotique. Suggérant donc que la bactérie E. aridi implique des
mécanismes alternatifs que le systéme Général Stress Réponse pour s‘y adapter au stess. La
mutation du geéne iolR, répresseur des genes impliqués dans le catabolisme d‘inositol, n‘a pas
généré une différence phénotypique. Finalement, 1‘analyse de 1‘expression des genes par
l‘utilisation des fusions gfp-promoteur suggere des circuits d‘interactions régulatrices tres

complexes.

Mots-clefs : Ensifer aridi, hyper-osmoadaptation, ARN seq, métabolismes, génomique

fonctionelle.



Abstract

The nitrogen-fixing bacterium Ensifer aridi, isolated from the Moroccan desert, has multiple
survival capacities. It adapts to particularly difficult environmental conditions. This new species
represents an interesting study model for studying the mechanisms of adaptation to harsh
environments (Sakrouhi et al., 2016). The RNAseq transcriptomic study generated data on
differentially expressed genes in saline and water stress situations. In this study mutants were
generated on the selected genes, with an analysis of their transcriptions and a comparative
characterization of their phenotypic responses. The mutation of the genes, nesR and sahR, has
drastically affected symbiosis, salt tolerance, motility and tolerance to oxidative stresses, to
acids and to detergents of the mutants. On the other hand, the double mutation of the two
regulatory genes generated an increased tolerance to detergent, oxidative and acid stresses,
coupled with a decrease in salt tolerance capacity and symbiosis. The mutation of genes
involved in the biosynthesis and transport of trehalose, otsB and thuR, improved the symbiosis
and growth of the two mutants in a hyper-osmotic medium. The rpoE2 mutation did not affect
saline stress tolerance and symbiotic ability. Suggesting, therefore that the bacterium E. aridi
involves alternative mechanisms such as the General Stress System Response to adapt to stress.
The mutation of the iolR gene, a repressor of genes involved in inositol catabolism, did not
generate a phenotypic difference. Finally, the analysis of gene expression using gfp-promoter

fusions suggests very complex circuits of regulatory interactions.

key-words: Ensifer aridi, hyper-osmoadaptation, ARN seq, metabolisms, genomic function.

Vi



Résumé détaillé

La bactérie fixatrice d'azote Ensifer aridi LMRO0O0L, isolée du désert de Merzouga au Maroc, est
dotée de capacités de survie multiples. Elle s’adapte a des conditions environnementales
particulierement difficiles : salinité élevée, fluctuations de la température et la dessiccation.
D’ou ce fait, cette nouvelle espéce représente un modele d’étude intéressant pour étudier les
mécanismes d’adaptation a ces types d’environnement (Sakrouhi et al., 2016). L’étude
transcriptomique faite sur cette bactérie, par 1’utilisation d’une approche globale sans apriori de
RNAseq, a généré des données sur des genes différentiellement exprimés dans les situations de
stress salin et hydrique et impliqués dans plusieurs métabolismes et fonctions cellulaires. Par
exemple, ’accumulation du tréhalose ; la production des exopolysaccharides ; la mobilité ; la
chimiotaxie ; la régulation du cycle de la méthionine ; le catabolisme d’inositol et d’autre source
de carbone ou la régulation de la réponse générale au stress GSR ont ainsi pu étre identifiés.
Afin d'explorer les roles de ces métabolismes et fonctions dans I'adaptation au stress, dans cette
étude des mutants ont été générés sur les genes sélectionnés, avec une analyse de leurs
transcriptions et une caractérisation comparative de leurs réponses phénotypiques. Nous avons
constaté que la mutation des genes régulateurs, nesR et sahR, du cycle de la méthionine a affecté
drastiquement la symbiose, la tolérance au sel, la motilité en présence de NaCl et la tolérance
aux stress oxydatifs, acides et détergents. La double mutation des deux genes régulateurs de la
méthionine cycle a généré une tolérance accrue aux stress détergents, oxydatifs et acides,
couplée avec une diminution plus sévere de tolérance au sel et un impact plus important sur le
développement de la symbiose comparée aux simples mutants. Nous avons également relevé
que la mutation des genes impliqués dans le transport et I'utilisation du tréhalose thuR et dans
la biosynthese du tréhalose otsB, a amélioré la symbiose et la croissance des deux mutants dans
un milieu hyper-osmotique. Ces résultats suggérent le r6le important du tréhalose dans
I’amélioration des capacités symbiotiques des microbes et de tolérance aux stress séveres. En
revanche la mutation de rpoE2, le géne codant pour le sigma facteur régulateur du systeme de
la réponse générale au stress, n’a pas affecté la tolérance du mutant au stress salin et sa capacité
a développer une symbiose. Ces données suggerent donc que la bactérie E.aridi implique des
mécanismes alternatifs que le systeme Geénéral Stress Réponse GSR (RsiB1, RsiAl, RpoE2)
pour s’adapter aux changements environnementaux. La mutation du geéne iolR, répresseur des
geénes impliqués dans le catabolisme d’inositol n’a pas généré une différence phénotypique par
rapport a la souche sauvage. Finalement, I’analyse de I’expression des génes régulateurs et des

geénes régulés par I’utilisation des fusions transcriptionnelles de gfp aux promoteurs suggére des
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circuits d’interactions régulatrices trés complexes entre les voies métaboliques de I'inositol,
méthionine, trehalose et GSR.

Mots-clefs : Ensifer aridi, hyper-osmoadaptation, ARN seq, métabolismes, génomique
fonctionnelle
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Abstract detailed

Ensifer arid LMRO001, a new species nitrogen-fixing bacterium isolated from desert of
Merzouga in Morocco, has multiple survival capacities. It adapts to particularly difficult
environmental conditions: high salinity, temperature fluctuations and desiccation. Hence, this
new species represents an interesting model to study mechanisms of adaptation related to these
types of environment (Sakrouhi et al., 2016). A transcriptomic study carried out on the Ensifer
aridi LMRO0O01, by using the RNAseq technique revealed genes involved in several metabolisms
and functions were differentially expressed in response to salt and water stress. Among others,
genes responsible for the accumulation of trehalose; the production of exopolysaccharides;
mobility; chemotaxis; regulation of the methionine cycle; inositol and other carbon source
catabolism and regulation of the general GSR stress response were found. In order to explore
the roles of these metabolisms and functions in adaptation to stress, mutants generated on
selected genes were generated, their transcriptions were analysed and a comparative
characterization of their phenotypic responses was done. We found that the single mutation of
the regulatory genes of the methionine cycle, nesR and sahR, has drastically affected symbiosis
capacity, salt tolerance, motility in the presence of NaCl, and tolerance to oxidative, acid, and
detergent stresses. While the double mutation of the two same regulatory genes generated an
increased tolerance to detergent, oxidative and acidic stresses, coupled with a more severe
decrease of tolerance to salt and a more severe capacity for symbiosis development compared
to the single mutants. We also noted that the mutations of the trehalose transport and utilization
regulator thuR or the trehalose biosynthesis otsB enhanced the symbiosis and growth of the two
mutants under hyper-osmotic stress. On the other hand, the mutation of rpoE2, the gene coding
for the sigma factor regulator of the general stress response system, did not affect the mutant's
tolerance to salt stress and its ability to develop symbiosis. This suggests that the E. aridi
bacterium involves other alternatives than the General Stress Response GSR system (RsiB1,
RsiAl and RpoE2) to adapt to environmental changes. The mutation of the iolR gene, a
repressor of the catabolic inositol pathway, didn’t generate a difference in phenotypic responses
compared to the wild strain. Finally, the analysis of the expression of regulatory genes and
genes regulated by the use of transcriptional fusions of the promoters to gfp provided very
complex regulatory interaction circuits between the metabolic pathways of inositol, methionine,
trehalose and the regulator GSR transcriptional factors.

key-words: Ensifer aridi, hyper-osmoadaptation, ARN seq, metabolisms, genomic function
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Liste des figures

Figure 1: Schéma représentant les étapes de I’infection des 1égumineuses par Rhizobium
leguminosarum. a |présente les premiers stades de I'infection des poils absorbants par les
rhizobiums et la croissance des nodules sur les racines de la plante.

Figure 2: Présentation du processus de la nodulation chez les plantes qui forment des
nodules indéterminés (type de nodule formé par les bactéries du genre Ensifer)..

Figure 3: L’alignement génomique des 6 génomes d’Esnifers.sp du désert.

Figure 4: Neighbor Joining arbre montrant des relations phylogénétiques entre 31
souches rhizobiennes d’Ensifers.sp..

Figure 5: Présente la distribution géographique mondiale de I’espéce Vachellia. Les deux
especes V.farnesiana, V.karro et V.nilotica ne sont pas montré sur la carte géographique
de [’Australie, pour bien présenter que la distribution des espéces de Vachellia native du
pays. Les données sont publié sur le site www.gbif.org (Comben et al., 2020).

Figure 6: Représentation du mécanisme majeur de la régulation, PhyP-PhyR-NepR-cE,
de la transription des ARN liés au stress.

Figure 7: Représentation schématique de l'organisation des régions chromosomiques de

la région des génes Sigma-EcfG (rpoE2), hyR (rsiB), nepR (rsiA) et phyK ou phyP (sensor
kinase) dans la souche E.aridi LMR0OO1 par rapport a E.meliloti 1021.
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INTRODUCTION GENERALE

Le Maroc, dans son aire géographique, bénéficie de deux types de bioclimats: méditerranéen au
nord et aride au sud (Grouzis et al., 2003). Les zones arides et semi arides sont généralement
caractérisees par des conditions de vie difficiles : une carence en éléments nutritifs, une dominance
des facteurs abiotiques tres stressants pour les formes vivantes (une salinité élevée, un manque
d'eau, une température et une dessiccation extrémes), une instabilité physique des sols causées par
des vents forts et une exposition permanente aux rayons UV. Tous ces facteurs agissent
directement sur la structure, la qualité et la fertilité du sol et donnent une production agricole
drastiqguement fragilisée (Ayangbenro et al., 2021). La problématique actuelle est que I'aridité du
sud marocain s’accentue et gagne de plus en plus en surface en se propageant vers le nord a cause
de I’accumulation des effets de serre (Grouzis et al., 2003). Actuellement, les zones arides abritent
environ 2 milliards de personnes et occupent une superficie estimée a environ 66,7 millions km?
de la planéte. Ces chiffres devraient aussi augmenter encore en taille dans le futur, en raison des
scénarios climatiques actuels (Botumile et al., 2020). L’évolution des effets climatiques avec la
persistance des activités humaines non responsables vont de plus faire accélérer les changements
climatiques et stimuler encore la dégradation des écosystémes avec une détérioration de la qualité
des sols, une diminution de la couverture végétale et une augmentation des taux d'érosion des sols.
Ceci va générer une diminution rapide des teneurs en éléments nutritifs des sols et des pertes
énormes dans la production agricole avec une fragilisation de la biodiversité des habitats sauvages
(Grouzis et al., 2003, Ayangbenro et al., 2021). Les causes sous-jacentes de la dégradation de ces
zones arides fragiles sont cependant révélées étroitement liées aux facteurs qui se renforcent
mutuellement, a savoir la pauvreté, la croissance démographique, la faible croissance économique
(Botumile et al., 2020). Ceci impose la nécessité d’introduire en urgence un programme de
protection de ces zones définies essentielles a 1’équilibre de 1’écosystéme, par la mise en place
d’approches écologiques opérationnelles et particulierement adaptées a chaque problématique

(Ayangbenro et al., 2021).

Au cours de ces 50 dernieres anneées, avec le réchauffement de la planéte, les tempeératures de
surface de la biosphére ont augmenté de 0,6 °C et les prévisions indiquent que la température va
continuer a augmenter de fagon exponentielle dans les prochaines années. Avec I’augmentation de
la température ; beaucoup d’autres variables changeront, telles que la pression atmosphérique,
I’humidité du sol, la fonte des neiges, la montée de niveau des océans et la dégradation des grandes

foréts avec une abondance des zones arides et bien plus encore (Ayangbenro et al., 2021).



Maintenant, les retours a 1’équilibre initial des écosystemes a grande échelle sont déclarés
impossibles et I’augmentation de la température devrait engendrer une foule d'autres variabilités.
Cependant, il est encore possible de stabiliser voir de limiter ces changements (Balser et al., 2006).
Jusqu’a présent, les terres arides n'ont pas bénéficié de toute l'attention nécessaire. Toutes les
stratégies employées se heurtent trop souvent sur des connaissances insuffisantes, concernant la
biodiversité et le role écologique de chaque espece vivant dans ces écosystémes (Grouzis et al.,
2003). Le manqgue de données des dégats sur ces zones est un obstacle, qui limite la progression
de la mise en ceuvre des stratégies du développement durable (Rocha et al., 2020). Les diverses
recherches faites sur les zones arides ont €té concrétisées, au Sahel, par la mise en ceuvre des
programmes d'aménagement sylvopastoraux et agroforestiers. Des plantations expérimentales
voire industrielles des plantes de Retama sp., Vachellia sp., Lotus sp., Lupinus sp.,Medicago sp.,
etc, ont été installées au Nord-Ouest de I’ Afrique, pour fertiliser des sols et stabiliser des dunes et
lutter contre la désertification ( Rejili et al., 2020, Botumile et al., 2020). Ce projet est considéré
comme le « miracle du Sahel » en raison de ses capacités a stabiliser et améliorer la qualité des
sols et a produire d’importante quantité de fourrage a partir des arbres comme Vachellia.sp. Au
Maroc, deux especes d'arbres légumineuses originaires des zones arides et subhumides, de
I’ Australie occidentale et I'Afrique du Sud, appelées respectivement V. cyanophylla et V. horrida
sont utilisées avec succeés pour la stabilisation des dunes et le reboisement des zones arides (Zerhari
et al., 2000).

La flore sauvage des légumineuses du nord-ouest de I'Afrique représente une diversité spécifique
et intra-spécifique trés riche avec une abondance large en surface d’occupation (Rejili et al., 2020).
Cette présence importante peut étre utilisée pour augmenter la disponibilité de 1’eau et aussi
fertiliser le sol via la formation d’interaction symbiotique avec les microorganismes bénéfiques
dans les zones drastiquement dégradées (Grouzis et al., 2003). De ce fait, les légumineuses
sélectionnées et installées dans les sols pauvres vont agir avec un effet direct sur le développement
de la strate herbacée, sur le plan de la diversité floristique et sur le plan de la phyto-masse, et
enrichir la terre en azote et en éléments nutritifs. Actuellement, la biodiversité microbienne des
rhizobiums dans ces zones non-stables est devenue trés rare et considérée en voie de disparition
(Rejili et al., 2020). Ces mémes conditions climatiques sont aussi un avantage sélectif trés
important. La pression sélective agit en permanence sur la conservation des ressources en micro-
organismes spécifiguement adaptées aux stress extrémes (Zerhari et al., 2000). Ainsi, le
chevauchement entre les effets de ces conditions abiotiques croissantes et la pression anthropique
génere une pression sélective sur la biodiversité locale et donne par conséquence une évolution

adaptative du patrimoine génétique de ces micro-organismes dans ces environnements (Grouzis et
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al., 2003). Ces écosystemes complexes abritent donc des divers types de micro-organismes rares
et a intérét, avec des proprietés génétiques, métaboliques et physiologiques riches. Ceci suggere
que les micro-organismes fertilisants isolés de ces sols sont porteurs des divers vertus
métaboliques et peuvent étre utilisés pour améliorer les propriétés physico-chimiques des sols des
zones arides et participer au maintien et a I’équilibre durable de ces écosystemes (Ayangbenro et
al., 2021). D’ou I’importance d’introduire un programme scientifique pour isoler, sélectionner et
caractériser des partenaires rhizobiums adaptées aux zones arides et étudier les possibilités des
interactions bénéfiques avec les plantes locales (Rocha et al., 2020).

Les embranchements bactériens, que I'on trouve généralement dominants dans ces zones arides et
semi-arides, comprennent les Actinobacteria, les Bacteroidetes, les Firmicutes, les Proteobacetria
et les Cyanobacteria. D’autres non dominants comprennent les phylums, comme les Chloroflexi,
les Deinococcus, les Verrucomicrobiae et les archea phyla (qui sont [’Euryarchaeota,
Crenarchaeota et Thaumarchaeota) (Ayangbenro et al.,, 2021). Ces espéces bactériennes
indigenes de ces régions adoptent des mécanismes d'adaptation biochimiques, physiologiques et
moléculaires complexes, pour atténuer les différents stress biotiques et abiotiques et prospérer dans
des conditions aussi sevéeres. Par exemple, chague microorganisme réagit différemment aux
changements d’humidité. Les bactéries Gram-négatives sont considerées sensibles aux
changements d’humidité du sol, tandis que les champignons sont considérés comme plus tolérants
a une faible disponibilit¢ en eau. L’efficacité des microorganismes est aussi réduite par les
températures élevées du sol, le stress salin et osmotique, I'acidité du sol, I'alcalinité et les métaux
lourds (Burghardt et al., 2020, Ayangbenro et al., 2021). De ce fait, une application réussie des
micro-organismes sélectionnés contribuera indirectement a 1’amélioration de la rétention d'eau du
sol, le stockage du carbone par le biais de la fertilisation des plantes et contribuera directement a
la stabilité des niveaux de la disponibilité des éléments nutritifs, a I'élimination des polluants, au
maintien de la santé des sols et la conservation de la biodiversité floristique locale. Ces organismes
offrent également des opportunités dans le contrdle des maladies transmises par le sol et la
dégradation de la matiére organique récalcitrante (Ayangbenro et al., 2021). Pour cela, la
connaissance de la diversité des populations bactériennes dans ces types de sols et la sélection des
souches a caractéres spécifiques (compétitivité, adaptation facile a certains environnements,
efficacité de 1’assimilation d’azote et des éléments nutritifs) est devenue une nécessité urgente
pour augmenter les bénéfices de I'inoculation et promouvoir la durabilité de la biodiversité dans
les zones arides (Elboutahiri et al., 2010, Burghardt et al., 2020). Ce projet a été établi pour
approfondir un certain nombre de questions clés liées aux caractéristiques adaptatives des espéces

de rhizobiums spécifiquement adaptées aux conditions arides, et a intéréts écologiques voir
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agronomiques. Des souches a intérét ont été isolées, évaluées et étudiées afin d’étre testées et
utilisées comme inoculums dans les grandes zones arides du Maroc et ailleurs dans d’autres zones
dégradées. De plus, des avancées méthodologiques ont ouvert par la suite de nouvelles pistes de
recherche. Ainsi, les études phylogénétiques et phénotypiques ont suggeéré que les bactéries isolées
de sable de dunes du désert de Merzouga nodulant deux espéces de Vachellia appartenaient a une
nouvelle espece appartenant au genre Ensifer (Sinorhizobium) (Sakrouhi et al., 2016). Ce
programme a aussi fait 1’objet de recherches des déterminants génétiques liés a des capacités
adaptatives notamment liées aux stress hyperosmotique de ces nouveaux rhizobiums a 1’état libre
dans le sol et a la symbiose. Une détermination des traits physiologiques et phénotypiques des
bactéries a été faite, avec une étude génomique et métabolique inter-intra espéce. Ces études ont
permis de relevé des nouvelles connaissances sur des génes et des traits fonctionnels pertinents, et
indique que I’environnement (semi-) désertique influe sur la répartition géographique des souches
appartenant a cette nouvelle dont le nom Ensifer aridi a été proposé (Le Quéré et al., 2017). En
effet, le séquencage a haut débit du génome de 6 souches appartenant a Ensifer aridi, et 1’étude
transriptomique effectuée sur la souche E. aridi LMROOI nous ont permis d’identifier des
métabolismes et des mécanismes actifs sous I’effet du stress hydrique et du stress salin, de cibler
les génes/fonctions révélés différentiellement exprimés en réponse adaptative au stress. Ainsi,
nous avons sélectionné des genes que nous avons muté afin de réaliser des analyses fonctionnelles

afin d’étudier I’implication de métabolismes ou fonctions impliquées en réponse a divers stress.
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L'interaction entre les rhizobiums et leurs plantes hotes légumineuses aboutit a la formation
d'organes racinaires spécialises appelés nodules dans lesquels des bactéries endo-symbiotiques se
differencient en bactéroides et fixent I'azote atmosphérique au profit de la plante. En effet les
rhizobiums possedent la capacité de réduire I'azote atmosphérique en ammonium au bénéfice de
la plante via ’activité d’une enzyme appelée nitrogénase. La voie de dénitrification est souvent
décrite comme le principal moteur de la production de NO avec le nitrate comme substrat (Ruiz et
al., 2019). Cette voie comprend le nitrate reductase périplasmique (Nap) qui réduit le nitrate en
nitrite, et le nitrite réductase (Nir) qui réduit le nitrite en NO. Fait intéressant, la présence de la
molécule monoxyde d'azote (NO : une molécule gazeuse diffusible) a été détectée a chaque étape
de l'interaction symbiotique. Le monoxyde d’azote est important pour de nombreuses voies de
signalisations dans divers processus chez les plantes. Chez les plantes, il contrdle la germination
des graines, la croissance des racines, la floraison et la fermeture des stomates. Le NO est aussi
impliqué de I'hypersensibilité de la plante lors de la réponse de défense contre les attaques des
pathogenes et impliqué dans les différentes étapes de la symbiose (plante : rhizobiums).
L’interaction plante- rhizobiums, en raison de ses intéréts qu’ils portent pour le développement
durable du systéme agronomique et plus généralement pour 1’environnement, est étudiée depuis
de nombreuses années. Les études ont pour objectif de déterminer les systémes moléculaires actifs:
avant et durant la préinfection, au cours de l'infection, pendant le processus de différenciation en
bactéroide au sein de structures végétales spécialisées appelées nodosités, et finalement durant la
fixation de I'azote (Ruiz et al., 2019).

1. Diversité des organismes fixateurs d’azote : les rhizobiums

Les bactéries du sol, appelées communément rhizobiums, ont une capacité de former des
symbioses fixatrices d’azote avec les Iégumineuses. Elles sont dispersées généralement dans sept
familles d' alphaprotéobactérie et une famille de bétaprotéobactérie (Fagorzi et al., 2020). Le
groupe des rhizobiums est constitué par des bactéries appartenant aux genres : Rhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium, Allorhizobium, Methylobacterium et Ensifer
(Sinorhizobium) dans la classe Alphaprotéobacteria ainsi que dans deux branches de la Classe des
Betaroteobacteria (Burkholderia, Cupriavidus) et quelques souches non classées au sein des
gamma-protéobactéries. A 1’heure actuelle, de plus en plus des espéces sont continuellement
identifiées, 15 genres et plus de 120 espéces de rhizobium, avec un taux de découverte de 10

especes par an (Abdullahi et al., 2020).



1.1 Symbiose fixatrice d’azote : Rhizobium-légumineuse

Le processus de I’interaction symbiotique plante-rhizobium commence lors de la pré-infection,
par une phase de reconnaissance entre les deux partenaires (Patriarca et al., 2004). La préinfection
est une phase ou les rhizobia sont attirées vers les poils absorbants de la racine, par chimiotactisme.
Les rhizobia se dirigent ainsi vers de nombreux composés exsudés par la plante dans leur
rhizosphere. Ces composés sont des substances de type flavonoides et iso flavonoides. Une
production plus importante de ces composés est observée en condition de carence azotée. Les
flavonoides présents dans les exsudats racinaires induisent ainsi 1’expression des génes nod
bactériens qui gouvernent la production des facteurs Nod, des lipochitooligosaccharides (Figure
1).

Les étapes de I’interaction symbiotique nécessitent un dialogue moléculaire spécifique entre les
deux symbiotes, qui contrble et gére les processus de développement du nodule (Calatrava-
Morales et al., 2018). Durant la premiére étape de la pré-infection, les Iégumineuses sécrétent une
variété de composés dont des falvonoides qui attirent les bactéries vers leurs racines et activent la
production d’une molécule signale lipochitooligosaccharide connue sous le nom de facteur Nod
via le régulateur transcriptionnel NodD1 qui active les genes nodABC impliqués dans la
biosynthese de ces facteurs Nod. Ensuite, la présence du facteur Nod provoque I’activation d’une
cascade des voies de signalisation qui provoquent un enroulement des poils racinaires (appelés «
crosse de Berger ») et la division des cellules corticales de la racine. La déformation des poils
absorbants piege les bactéries qui induisent I’invasion des racines a travers une structure en forme
de tube appelée cordon d'infection. Ce processus néecessite la production d'exopolysaccharide
(EPS) : succinoglycane (EPS 1) ou galactoglucane (EPS I1). Les cordons d'infection se développent
vers les cellules corticales en division et se ramifient, pour guider les bactéries vers les cellules
végétales en division dans le primordium nodulaire en division. Ce processus endocytotique est
maintenu génere des symbiosomes qui sont constitu¢ de membrane plasmique d’origine végétale
qui renferment les rhizobiums. Le développement des cordons d’infection dans les cellules du
cortex externe puis interne se fait a 1’aide des cellules voisines, constituées de ponts
cytoplasmiques alignés de facon radiale. Ces structures guident la croissance des cordons
d’infection en direction du primordium nodulaire en formation (Rasanen, 2002). Aprés ces étapes
d’infection de la racine, les bactéries colonisent donc ces organes appelés nodules dans lesquels le
micro-symbionte stoppe la division et se différencient en bactéroides pour se spécialiser dans la
réduction du diazote atmosphérique en composés mono-azotés (Ammonium) assimilable pour la

plante (Calatrava-Morales et al., 2018).
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Figure 1: Schéma représentant les étapes de l'infection des légumineuses par Rhizobium
leguminosarum. a |présente les premiers stades de l'infection des poils absorbants par les
rhizobiums et la croissance des nodules sur les racines de la plante. b, c et d| sont des images qui
montrent |'expresssion du gene lacZ (exprimé de maniére constituve) dans les cellules des
bactéries Rhizobium leguminosarum biovar viciae, durant I'infection du Pisum sativum ou Vicia
hirsuta. La racine a été colorée histochimiquement par I'activité de I'enzyme B-galactosidase,
révélant les bactéries infectantes en bleu. b| photo microscopique qui montre un fil d’infection
commencant sur la racine de P. sativum qui se replie et piége les bactéries pour former un foyer
d'infection. c| photo microscopique montrant un fil d’infection non courbé. d| Les fils d’infection
se développent a travers les cellules racinaires jusqu'au primordium du nodule en croissance
(entouré sur I'image par un cercle). L'image montre un jeune nodule sur V. hirsuta qui a été
infecté comme expliqué ci-dessus. Les barres des parties a et b représentent 20 um et dans la

partie c représente 100 um (Oldroyd et Downie 2004).

1.2 Symbiose fixatrice d’azote : Ensifer-légumineuse

Ensifer meliloti est considérée comme une bactérie modeéle du genre Ensifer. C’est I’espéce la plus
étudiée parmi les autres especes qui appartiennent au genre des Ensifers. Elle peut établir une
symbiose fixatrice d'azote avec des légumineuses appartenant aux genres Medicago, Melilotus et
Trigonella. Elle a été largement étudiée en raison de son importance agricole et écologique.

L’interaction symbiotique E. meliloti - Medicago truncatula, le systtme modele, se traduit par la



formation de nodules de type indéterminé sur la racine des plantes (figure 2) (Rodriguez-Llorente
et al., 2009). L’étape de la pré-infection qui précéde la symbiose, commence par le groupement
des bactéries autour de la rhizosphére. A la suite de la colonisation bactérienne des racines, une
augmentation de la densité de population bactérienne déclenche le quorum sensing (QS). Le QS
est un mécanisme de signalisation de cellule a cellule qui permet aux bactéries de modifier
collectivement leur comportement. Les fonctions régulées par le QS chez les rhizobium
comprennent le transfert du plasmide, la sécrétion des polysaccharides de surface, la répression de
la motilité, I'adaptation a la phase stationnaire de croissance et aux conditions biotique et
abiotiques stressantes auxquelles sont confrontés les rthizobiums lors de I’interaction symbiotiques

(Calatrava-Morales et al., 2018).

L’infection racinaire par les Ensifers induit la dedifférenciation et la division des cellules du cortex
qui vont former le nodule de type indéterminé. La division des cellules du cortex interne de la
racine forme spécialement des nodules de type indéterminé alors que les nodules de type déterminé
sont formés a partir du cortex externe. La persistance du méristéme chez les especes a nodules de
type déterminé est trés éphémere, et on remarque que la croissance en longueur du nodule est
limitée et que la croissance en épaisseur est marquée par une hypertrophie des cellules corticales
et des divisions de cellules contenant déja des rhizobia. Ce processus de formation se traduit par
une forme sphérique et un état de différenciation identique pour toutes les cellules. En ce qui
concerne le nodule de type indéterming, les cellules nodulaires ne sont pas toutes au méme stade
développemental et plusieurs zones se distinguent (Figure 2). La zone méristématique reste
persistante ce qui se traduit par une forme allongée des structures nodulaires. Dans les deux cas,
les cellules du cortex se divisent de maniere anticline puis péricline (Timmers et al., 2000).

A D’entrée des bactéries par endocytose a I’intérieur de la cellule végétale (cytoplasme), chaque
bactérie se retrouve dans une veésicule composée de membrane d’origine végétale appelée
symbiosome (Figure 2). A P’intérieur de cette enveloppe les bactéries subissent une série de
modifications morphologiques et cellulaires et se différentient en bactéroides, qui permet de fixer
I’azote. Dans le cas de la formation de nodules indéterminés comme c’est le cas chez la symbiose
Esnifer-Medicago, cette différentiation correspond a des modifications de la perméabilité de la
membrane bactérienne et du génome qui subit une série d’endo-duplication, contribuant ainsi a
une augmentation importante des tailles du génome (nombre de copies) et des cellules. Dans ce
cas, les bactéeries ont également perdu leur capacité de reproduction et sont donc des bactéries
définitivement différenciées. A la maturation, les bactéroides mars continuent a accumuler de

grandes quantités de PHB ou polyhydroxybutyrate (Juergen Prell et al., 2006).
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Figure 2: Présentation du processus de la nodulation chez les plantes qui forment des nodules
indéterminés (type de nodule formé par les bactéries du genre Ensifer). (A) Exemple de la
composition moléculaire du facteur Nod synthétisé par E. meliloti. La fleche supérieure indique
le groupe acétyle ajouté par NodL, et la fleche inférieure indique la molécule lipidique dont la
longueur et le degré de saturation, sont modulés par NodF et NodE. (B) Coupe transversale
schématique montrant la racine, qui présente les gradients d’activation d'un facteur aux pdles
du protoxyleme (coloration bleu) et un inhibiteur aux poéles du protophloéme (coloration rouge).
Ces gradients déterminent les cellules racinaires en activité en réponse a I'infection racinaire par
les rhizobiums. Les nodules se forment généralement a c6té des poles du protoxyleme, qui se

trouvent aux extrémités de la structure (en forme Y) localisées au centre, au-dessus des poéles du
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protophloéme (représentés comme des ovales). (C) schéma d’une cellule épidermique sur deux
cellules corticales externes sous-jacentes ; la cellule épidermique a un noyau positionné juste en
face de I'endroit ol un nouveau poil racinaire se formera. (D) schéma représentant l'initiation
des poils absorbants dans la cellule épidermique. (E) En réponse au facteur Nod, une liaison d'une
cellule rhizobienne a un poil radiculaire de type | se produit et une activation de I'activité des
cellules corticales sous-jacentes commence. (F) par la suite, la croissance des poils absorbants
continue, stade Il. (G) Les poils absorbants se courbent en stade Il sous l'influence du facteur Nod
et des microcolonies rhizobiennes s’installent dans la boucle formée au niveau de la courbure du
poil racinaire. Les cellules corticales sous-jacentes se sont polarisées et des ponts cytoplasmiques
(PIT) se sont formés et sont représentés en gris. (H) Infection et prolongation du fil d’infection.
() Le développement du fil d’infection le long des poils absorbants, et le noyau descend le long
des poils absorbants devant le fil. (J) Fusion du fil d'infection avec la paroi cellulaire épidermique
et croissance des rhizobiums dans I'espace intracellulaire entre la cellule épidermique et la cellule
corticale sous-jacente. (K) La croissance du fil d'infection a travers I'espace inter-cytoplasmique
dans les cellules corticales externes. (L) présentation agrandie des poils absorbants ; la boucle a
été déroulée pour montrer que topologiquement la localisation des bactéries dans le fil
d'infection et a I'extérieur des poils. La paroi cellulaire végétale et la membrane cellulaire
végétale sont représentées par des lignes noires et en pointillés, respectivement. Les
microtubules sont situés entre le noyau et le fil infectieux pointe (bleu). Les cables d'actine sont
représentés par des brins orange. (M) Schéma montrant les tissus racinaires et un jeune nodule
non mature. La dérivation des tissus nodulaires a partir des tissus radiculaires est indiquée. (N)
Une section longitudinale d'un nodule de luzerne de 10 jours. Le nodule a été infecté par E.
meliloti exprimant la GFP, et le réseau de fils d'infection peut étre vu derriere la région du
méristeme du nodule ; La zone | correspondant au méristéme, la zone Il cortex nodulaire : la zone
d’infection, la zone Il et lll du cortex correspond a l'interzone, et la zone IV correspond a la zone
de sénescence. Les sites d'infection initiale des bactéries infectieuses dans le nodule peuvent étre
vus sur la périphérie du nodule a gauche. L'iodure de propidium (rouge) a été utilisé pour contre-

colorer le tissu végétal (Gage , 2004).
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2. Caracterisation génomique, phylogénique du genre Ensifer

2.1 Description du genre Ensifer

Le genre Ensifer (anciennement appelé Sinorhizobium) est recemment reconnu comme formant un
seul clade phylogénétique avec les Sinorhizobiums, conformément a la régle 38 du Code
bactériologique. Il comprend actuellement 17 espéces qui sont largement réparties dans les régions
arides (Rejili et al., 2020). La bactérie est capable de générer une interaction par la présence de
genes symbiotiques, codant pour la synthése de signaux spécifiques (facteurs nod). Ces derniers
agissent en déclenchant une série de réponses chez la plante conduisant a la formation des nodules
au sein desquels la bactérie fixe le diazote atmosphérique en une forme assimilable par la plante
(Rejili et al., 2020). Les sujets d’études de ces réseaux fonctionnels ont fait ’intérét des
microbiologistes durant ces derniéres années, et ont donné des progrés significatifs sur les
connaissances des échanges trés complexe entre la plante et les rhizobia durant I’infection la

formation des nodules et le fonctionnement symbiotique.

Le genre Ensifer regroupe de nombreuses bactéries dont la majorité peut fixer I'azote en symbiose
avec diverses légumineuses. Les souches symbiotiques sont presque toutes situées dans un méme
clade monophylétique et portent les genes de nodulation de la fixation d’azote (nodABC et
nifHDK). Les bactéries du genre Ensifer peuvent servir a titre d'exemple pour étudier I' évolution
de ’association mutualiste entre une cellule procaryotes et une cellule eucaryotes, pour étudier
aussi 1’évolution de la phylogénie génomique entre des bactéries symbiotiques comme Ensifer
meliloti et Ensifer fredii et des bactéries non symbiontes comme Ensifer morelense et Ensifer
adhaerens (Fagorzi et al., 2020). Une approche taxonomique plus récente basée sur la phylogénie
du génome a suggéré que le genre Ensifer devrait étre séparé du genre Sinorhizobium. En effet, la
proposition originale de Sinorhizobium (Chen et al., 1988b), a été remise en question, au motif
qu'il n'y avait pas grand-preuve pour discriminer ce genre de Sinorhizobium. Actuellement, les
chercheurs sont divisés sur la validité taxonomique de Sinorhizobium et d’Ensifer qui vient d’étre

remis en question (Kuzmanovic et al., 2022).

2.2 Génome de Ensifer

Le génome de la souche modele appartenant au genre Ensifer Sinorhizobium meliloti (Rm1021),
comprend trois replicons, un chromosome, et deux megaplasmides pSymA et pSymB mais 1’analyse
comparative génomique de plusieurs souches appartenant a cette espeéce montre qu’il peut

¢galement contenir des plasmides et que I’espéce posséde un large set de genes accessoires
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incluant des régulons potentiellement impliqués dans D’interaction suggérant une certaine
variabilité de performances symbitoiques entre les souches (Galardini et al., 2011). Il comprend
divers régulateurs transcriptionnels impliqués dans le développement et le fonctionnement
symbiotique. Comme par exemples des régulateurs de la perception des exsudats racinaires et la
nodulation précoce (NodD, NolR), I’adaptation microaérophile (FixK), la synthése de la
nitrogénase (FixJ, NifA), I’absorption du fer (Fur), la biosynthése d'EPS (Chvl) et la compétition
avec l’invasion des plantes (ResR, NesR). Le systtme de la régulation des genes et des
métabolismes dans les situations de stress chez 1’espéce Ensifer est tres complexe. Par exemple,
les génes régulés par la protéine FixK ne s’expriment pas tous dans les conditions de
microaérophilie et sont aussi controlés par d’autres régulateurs. Les génes de régulation sont
divisés en plusieurs groupes fonctionnels, dont le transport d'électrons, la symbiose, le
métabolisme de 1’azote. L’analyse des régulons suggére qu’en général NodD1 régule nodL, nodF,
nodA, nodM et syrM, la FixK régule fixNOQP 1, fix- NOQP 2, fixGIS, arcABC, napEFDABC,
norBCE, cycB2 et degP4, NifA régule les opérons nifHDKEX, fixABCX et nifB, NoIR régule nodA,
nodD1, nodD2 et nodM, et Fur régule le géne sitA, NesR régule 1’opéron metHK et le géne ahcY
et Chvl le géne ropB. Une co-régulation par différents facteurs a été observée sur plusieurs genes.
L’étude comparative génomique a permis d’identifier chez la E. meliloti, plusieurs genes régulés
par plus d'un régulateur incluant nodD1, nodD2, nodA, nodM, la copie de nodM (AK83) et deux
autres génes non caractérisés. Une co-régulation a également été trouvée (NolIR sur NodD1 et FixJ
sur FixK) indiquant que certains des régulateurs symbiotiques sont liés entre eux dans un réseau
pour coordonner I'expression de multiples génes nécessaires a I’infection et la fixation de 1’azote.
FixK contréle le plus grand nombre de génes impliqués dans le processus de la symbiose, ainsi
que ceux impliqués dans le métabolisme de 1’azote et le transport d'électrons nécessaires dans

I’environnement micro-aérophile du bactéroide (Galardini et al., 2011).

Parmi les génes accessoires, certains sont impliqués dans le processus de la symbiose. Parmi 290
groupes d’orthologues, 61 d'entre eux se trouvent au niveau du génome accessoire. Ces 61 groupes
d’orthologques accessoires sont divisés en 36 entités, avec 32 geénes groupés en 7 opérons. Au
final, trois classes principales ont été identifiées : Le premier comprenant des genes impliqués dans
la croissance microaérophile des bactéroides et contrdlés par le régulateur transcriptionnel FixK.
Le second comprenant d'autres genes qui sont soit directement ou indirectement liés a la symbiose
: par exemple impliqué dans la définition du spectre d’hotes, la compétitivité, 1’effectivité et
I’efficience de fixation biologique de I’azote, etc. Le dernier comprenant des protéines avec des

informations limitées sur leur fonction, bien que probablement impliqués également dans le
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processus symbitoique. Des génes accessoires impliqués dans la micro-aérophilie sont retrouvés
dans deux souches symbiotiques (Rm1021 et BL225C) mais absents dans la souche AK83 (fix-)
et pourraient étre important pour le fonctionnement symbiotique. Ils sont principalement regroupés
dans trois parties du réplicon pSymA dont deux connues pour étre induites en conditions de
microaérophilie. 1ls comprennent un géne de type fixK qui code pour un régulateur
transcriptionnel, une troisiéme copie de 1’opéron fixXNOQP qui code pour une chaine de transport
d'électrons a haute affinité pour I'oxygéne et plusieurs opérons liés au métabolisme de I'azote, avec
les genes nor (nitrique réduction des oxydes), nir (réduction du nitrite), nos (nitreux réduction des
oxydes), nnr (régulation des opérons nir et nor), nrt (transport des nitrates) et deux genes
également liés a I'environnement microaérophile cycB2 et hemN. Fait intéressant, les chercheurs
ont également identifié différents nombres de copies des génes fixK situés dans les trois génomes.
Avec un groupe orthologue (N.280) présent dans le core-génome, FixK2 (groupe orthologue
N.7042) et une troisiéme copie de type FixK (groupe orthologue N.5488). D'autres génes sont
présents uniquement dans le génome accessoire comme le géne qui code pour une déshydrogénase
a chaine courte (SDR) dont la mutation conduit a la formation de nodules blancs et allongés ou
finalement, le groupe de génes qui codent pour la biosynthese de la rhizobactine qui n'affectent
pas directement la fixation de I'azote, mais affecte a long terme la croissance des plantes (Galardini
et al., 2011). Quatre genes accessoires sont exclusivement présents chez la souche AK83, dont un
gene qui code pour une nickel perméase/ hydrogénasse impliquée dans le recyclage de I’hydrogene
lors de la fixation d'azote. Un géne Cadherin-like impliqué dans le systéme de sécrétion de type I,
nécessaire pour 1’agrégation cellulaire et 1’attachement a la racine. Un géne qui code pour la
phosphocholine cytidylyltransférase impliquée dans le métabolisme de la phosphatidylcholine,
localisée dans la membrane bactérienne et important pour 1’adhésion aux cellules eucaryotes. Et
finalement le géne nodM, qui joue un réle essentiel dans les premieres étapes de l'invasion
rhizobienne de la plante hote font également partie de ces genes accessoires spécifiques de la
souche AK83 (Galardini et al., 2011).

3. Caractérisation génomique, phylogénique et origine de Ensifer aridi sp. Nov

3.1 Description de la nouvelle espece E.aridi

La découverte de nouvelles souches d’Ensifer groupant avec les souches Marocaines et Indiennes
mais cette fois isolées des sols mexicains dans la région de Baja California a partir de nodules de
Phaseolus filimormis poussant sous un climat semi-aride a confirmé 1’adaptation de cette nouvelle

espece de Ensifer a I’environnement (semi-) désertique et montre qu’elle est présente au moins sur
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trois continents (Rocha et al., 2020). Afin de tester par des analyses de génomique comparatives
si toutes ces souches appartiennent bien a une méme et nouvelle espéce de Ensifer et rechercher
les bases génétiques pouvant expliquer sa répartition géographique, les génomes de deux souches
Mexicaines (LEM451, LEM457), deux souches Marocaines (LMR001, LMRO013) et une souche
Indienne (TP6) ont été séquencés et comparés en intégrant le génome d’une premiére souche
indienne groupant avec nos souches et qui était déja sequencée (TW10) (Le Queré et al., 2017).
Les souches indiennes furent isolées des nodules de Tephrosia purpurea (TP6) et T. wallichii
(TW10), les deux souches mexicaines (LEM451 et LEM457) isolées des nodules de haricot
sauvage (Phaseolus filiformis) les 2 souches Marocaines (LMR0O01 et LMRO013) isolées
respectivement des nodules Vachellia gummifera et V. raddiana.

Les génomes des 5 souches LMR001, LMR013, LEM451, LEM457 et TP6 ont été obtenus en
utilisant la technologie Illumina (Hiseq2000) consistant pour chaque souche en 2 séries
séquentielles appariées de 100 cycles de fragments génomiques. Le nombre des séquences
obtenues aprées I’analyse varie de 34 a 71 millions selon les souches. Les séquences filtrées ont été
assemblées avec le logiciel CLC Genomics. Les tailles des génomes des souches étudiées varient
de 6,4 a 6,8 millions de paires de bases (Mbp). Les résultats des projets Whole Genome Shotgun
(WGS) pour les souches LMR001, LMRO013, LEM451, LEM457 et TP6 ont été déposés dans les
bases de données DDBJ/ENA/GenBank sous les accessions respectives LUAV, LUFU, LUFV,
LUFW and LUFX. Les versions correspondantes décrites dans ce document sont les versions
LUAV01000000, LUFUO01000000-LUFX01000000 (Le Queéré et al., 2017). La technique
d’analyse de génomique comparative a permis de délimiter les souches isolées et de prédire des
genes et leurs fonctions associées. Les 6 génomes ont été comparés avec d’autres génomes déja
disponibles dans les bases de données génomiques des bactéries appartenant aux especes E.
meliloti, E. medicae et E. fredii. (Le Quéré et al., 2017).. Les analyses phenotypiques ont montré
qu’elles étaient capables d’utiliser le glycérol, le 1- arabinose, le d- fructose, le I- rhamnose,
I'inositol, le d- mannitol, le d- maltose, le d- saccharose, le d- tréhalose, le d- raffinose, le d-
turanose ou le d- arabitol comme sources de carbone (Sakrouhi et al., 2016 ; Le Quéré etal., 2017).
Les souches appartenant a cette nouvelle espece présentent des génomes accessoires variables, ce
qui peut expliquer les gammes variables des plantes hotes ainsi que des sources de C qu'elles
peuvent utiliser (Le Queré et al., 2017). La teneur en G + C de la souche LMRO0O01 est de 61,7 %.
Les comparaisons avec les especes de Ensifer définies et sequencées des valeurs moyennes
d’identité nucléotidique (ANI)et d’hybridation ADN-ADN digitale (dDDH) ont été effectuées et
démontrent clairement que les souches d’Ensifer isolées des déserts sur trois continents

appartiennent bien a une nouvelle espéce du genre Ensifer. Les valeurs les plus élevées avec les
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espéeces définies ont été trouvées avec E. saheli LMG 783-T, avec 85,4 % et 29,8 % de valurs ANI
et dDDH.ce qui

Ces rhizobiums isolés des déserts chauds d'Asie, d'Afrique et d’Amérique, de sols a pH alcalin,
sableux soumis a des températures élevées et développant des interactions symbiotiques effectives
avec diverses plantes hotes, appartiennent a une nouvelle espece qui a été proposée d’étre nommée
Ensifer aridi en raison de sa capacité d’adaptation aux conditions arides avec LMRO01 comme

souche type (Rocha et al., 2020).
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Figure 3: L'alignement des contigs obtenus pour les 6 génomes d’Esnifers.sp du désert. Le

génome fini d'Ensifer meliloti 1021 constitué de réplicons concaténés dans I'ordre : chromosome,
pSymA et pSymB (indiqué en haut de la figure), utilisé comme référence pour alligner les 79
Scaffolds de la souche Ensifer aridi LMR0O01 (a) a I'aide de I'aligneur progressif MAUVE. Le génome
de la LMROO1 pseudo-assemblé et réordonné a été ensuite utilisé comme référence pour
réorganiser les scaffolds de la LMRO13 (b), la LEM451 (c), la LEM457 (d), la TP6 (e) et la TW10 (f).
Les échelles au-dessus de chaque carte font référence a la taille du génome en millions de paires
de bases (Mbp). Les scaffolds sont indiqués par des barres rouges verticales et les blocs
localement colinéaires sont affichés en utilisant des couleurs similaires a travers les génomes.

Les espaces incolores indiquent les régions génomiques accessoires.
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L'alignement des régions conservées du génome de la souche E.aridi LMR0OO1 avec les 5 autres
génomes a montré la présence de grandes régions conservées. Ces régions correspondent
globalement avec le chromosome et le chromide pSymB de la souche E. meliloti 1021 et montre
une différence en particulier au niveau de la région centrale correspondante au plasmide
symbiotique de E. meliloti. (pSymA) qui contient les génes nod et nif impliqués dans le
développement et le fonctionnement de la symbiose. L’identification de génes rep, tra et trb
impliqués dans la réplication et le transfert des plasmides suggérent que la nouvelle espéce de
Ensifer contient également de larges plasmides. Les résultats de 1’analyse sur gel d’Eckhardt ont
clairement montré la présence de réplicons extra-chromosomiques (méga plasmides) (allant
approximativement de 0,1 a 1,4 Mbp) dans tous les isolats étudiés. Les souches Marocaines ont
présenté 2 réplicons en plus du chromosome comme pour la souche modéle d’Ensifer meliloti. Un
grand réplicon d'environ 1,3 Mpb de taille et un plus petit d’environ 200 Kpb pour la souche
(LMRO0O01) et de 400 Kpb pour la souche (LMR013). Le profil de l'une des souches mexicaines
LEM451 indiquait également la présence de 2 réplicons supplémentaires (d'environ 800 Kpb et
250 Kpb). Tandis que le profil obtenu a partir de la seconde souche (LEM457) montrait la présence
d'un seul plasmide d'environ 100 Kpb. Enfin, comme pour les souches marocaines, le profil de la
souche indienne TP6 indiquait la présence de 2 réplicons supplémentaires d'environ 1,3 et 0,5 Mpb
(Le Quéré et al., 2017). L’analyse de la taille du génome core et I'analyse pan-génomique ont
indiqué une proportion plus faible de protéines conservées par toutes les souches de E. aridi. Ce
niveau de conservation était plus élevé lorsque des souches de méme origine géographique étaient
comparées. Une présence d’une plus grande diversité de protéines était observée dans les génomes
accessoires de cette espéce avec une grande conservation du core génome. Ces données
soutiennent 1’évidence de ’acquisition locale des grands plasmides et explique la diversité des
hotes avec laquelle ils s’associent (Le Quéreé et al., 2017).

La taille et le contenu génique des génomes des souches de la nouvelle espéce d’Ensifer aridi ont
été comparées a celles de trois especes d’Ensifer. (E. meliloti, E. medicae et E. fredii) pour
lesquelles au moins 6 génomes étaient accessibles au moment de 1’étude aprés annotation
automatique en utilisant la pipeline « Rapid Annotation using Subsystem Technology » (RAST).
A l'aide de la méthode développée par Ozer et ses collégues, les tailles des génomes conservés au
niveau de chaque espece (core-génome) et accessoires ainsi que le % GC de chaque fraction a été
estime et les genes attribués (Predicted Encoding Genes, PEGSs) a chaque fraction (prédits par
I'annotation RAST) ont été récupéré (tableau 2 et suppléments sur 1’article). La taille du core-
génome varie d'une espéce a l'autre. Le plus petit est celui d’E. aridi avec 5,12 Mbp alors que E.

fredii et E. meliloti ont des tailles respectives de 5,55 et 5,76 Mbp et le plus grand core-génome a
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été trouvé pour E. medicae avec 5,95 Mbp. Les core-génomes représentaient 75 a 87% des
génomes et le GC % desgénomes accessoires étaient plus faibles (58,8-60,1%) que celles
correspondant aux core-génomes (61,4 - 62,8%) pour I' ensemble des 4 espéces étudiées (Le Quéré
et al., 2017). Les séquences fusionnées de 103 genes conserves chez les souches étudiées ont été
analysees phylogénétiqguement par Neighbor Joining (NJ). Encore une fois et comme attendu par
I’analyse ANI, toutes les 6 souches sont regroupées et ont montré trés peu de divergence de
séquence comme indiqué par la faible longueur de branche dans le clade compareé a celles trouvées
entre des souches appartenant a des especes différentes, avec des valeurs de bootstrap de 100 %.
Comme déja identifié par ’analyse MLSA par Sakrouhi et al., 2016), le plus proche parent de
I’espéce actuellement décrite est bien E. saheli, une espéce récupérée d’un nodule de Sesbania
dans un environnement aride et chaud (Le Quéré et al., 2017). Les distances évolutives intra-
especes obtenues, en comparant les 103 genes de ménage situés en majorité sur les chromosomes,
ont indiqué une proximité étroite entre les deux souches marocaines (LMR001 et LMR013) et les
deux souches mexicaines (LEM451 et LEM457). Ces 4 souches qui se sont regroupées ont montré
entre 108 et 156 de sites variables sur les 118 746 nucléotides alignés et étaient clairement séparées
des isolats indiens (TP6 et TW10) par 377 a 426 sites variables sur 118 746 nucléotides alignés
alors que les souches indiennes ne possedent que 7 sites variables sur les 118 746 nucléotides
alignés correspondant a ces génes conservés. (Le Quéré et al., 2017). L'arbre généré en utilisant
des génes situés dans la région montrant des similitudes avec pSymB de E. meliloti 1021 a indiqué
une plus grande divergence entre la souche mexicaine LEM451 et les souches LEM457, LMR001
et LMRO13 ; ainsi qu’une nouvelle fois, une forte conservation des séquences entre les deux
Souches indiennes TP6 et TW10. Les phylogénies des ensembles de genes concaténés situés dans
des régions présentant des homologies avec le chromosome d'E. meliloti n'ont pas regroupé les
souches marocaine et mexicaine selon leur origine géographique indiquant une relation évolutive
plus étroite (Le Quéré et al., 2017).
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Figure 4 : Arbre construit par Neighbor Joining montrant des relations phylogénétiques entre 31
souches rhizobiennes d’Ensifers.sp . L'arbre a été calculé a I'aide de 103 séquences de genes
conservées qui ont été concaténées et alignées. L'arbre est dessiné a I'échelle, avec des longueurs
de branches dans les mémes unités que celles des distances évolutives utilisées. Les distances
évolutives ont été calculées a I'aide de la méthode K2P et sont exprimées en unités du nombre
de substitutions de bases par site. Le pourcentage d'arbres répliqués dans lesquels les taxons
associés se sont regroupés dans le test de bootstrap (1000 réplicas) est indiqué a coté des
branches (rouge). Les souches marocaines, mexicaines et indiennes sont respectivement

surlignées en vert, violet et bleu.

3.2 Effet du Stress sur la souche Ensifer aridi LMR001

Les rhizobiums fixateurs de N2 ont des cycles de vie trés complexes (Poole et al., 2018). Dans la
rhizosphére, les rhizobiums doivent rivaliser avec d'autres membres de la communauté
microbienne et résister aux conditions de stress abiotiques (Li et al., 2016). Durant les différentes
phases du développement symbiotique, les rhizobiums doivent tolérer les conditions d’acidité et

d’oxydation, controler les échanges de signaux métaboliques et résister a la réponse immunitaire
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de la plante (Dicenzo et al., 2019). Méme apres le développement complet du nodule, les souches
sont toujours sous stress. Dans quelques cas, des rhizobiums trichent et cohabitent avec d’autres
souches plus compétentes, soit dans les mémes nodules ou dans des nodules différents de la méme
plante. Cependant, les plantes limitent le développement des nodules non fixateurs en les
sanctionnant directement pour sélectionner les meilleures, afin de préserver son potentiel
énergétique tout en optimisant 1’apport d’azote fixé. Les rhizobiums interagissent en permanence
avec une diversité microbienne trés large dans le sol, par antagonisme ou mutualisme. En cas de
rivalité, les bactéries piégent les nutriments ou produisent des bactériocines (activité
antibactérienne) contre des taxons non-apparentés pour augmenter la compétitivité et se propager
sur plus de surfaces. Les rhizobiums rencontrent également de nombreux bactériophages dans la
nature, qui peuvent réduire la densité d une population ou/et permettre aux souches résistantes de
persister (Dicenzo et al., 2019). Dans ces environnement stressants, les bactéries doivent aussi
résister a la dessiccation/ la haute température/ salinité et variation de pH (Santos et da Costa
2002). Sous I’effet du stress hydrique, 'activité métabolique de la cellule bactérienne évolue vers
une conservation de I'énergie par 1’utilisation des sources de carbone, telles que les acides gras/
glucose, qui sont utilisées pour produire des rendements en ATP plus élevés (Liu et al., 2005; Finn
et al., 2013). Inversement, les molécules d’eau perdues provoguent une accumulation de solutés
et de sels compatibles qui remplacent 1’eau et stabilisent les macromolécules et les membranes de
la cellule et empéchent également la formation de radicaux hydroxyles en diminuant les vitesses
de diffusion intracellulaire (Halverson et Firestone 2000). Au niveau de la membrane, des
modifications phospholipidiques se manifestent et aident la membrane cellulaire a mieux retenir
l'eau intracellulaire. La bactérie sécrete ainsi plus des exopolysaccharides (EPS) et de I’alginate
pour se protéger des stress abiotiques et améliorer la teneur en humidité dans la colonie. Ces
sécrétions facilitent le maintien d’un environnement hydraté autour du biofilm et a créer un
microenvironnement humide autour de la cellule (Chang et al., 2007 ; Finn et al., 2013 ; Nowak,
Gren, et Mrozik 2016; Lebre, De Maayer, et Cowan 2017). L’activation de ce systeme adaptatif
est encore peu detaillée et varie en fonction des souches. Une étude transcriptomique a été réalisée
pour explorer les mécanismes liés aux réponses adaptatives de la bactérie Ensifer aridi LMR001
en réponse a deux conditions de stress environnementales (stress hyperosmotic) en utilisant du
PEG8000 (12% WI/V) simulant un stress hydrique et une concentration de 250mM de NaCl
génerant un stress salin (Belfquih et al., 2021). Les résultats indiquent des changements de niveau
de régulation de génes liés a I’activité du cycle de la méthionine (gérant du S-adenosyl
Methioinine, le donneur universel de groupement méthyls, impliqués dans dans la régulation de

nombreuses fonctions cellulaires), le transport et I’accumulation du tréhalose (un composé
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compatible soluble osmoprotecteur), le transport et le catabolisme d’inositol (source de carbone),

la transduction des signaux liés au stress membranaire et le contr6le de la mobilité.

4. La symbiose dans les environnements sous contraintes abiotiques

4.1 Vachellia, des espéces d’arbres d’intérét pour le Maroc (V tortillis et V
gummifera)

Les légumineuses (Fabaceae) sont la troisieme plus grande famille de plantes a fleurs répondue
dans le monde, avec environ 730 genres et plus 19 400 especes, a importance economique et
écologique mondiale. Les Iégumineuses ont une teneur particuliérement élevée en azote et en
protéines qui représente une alternative écologique intéressante pour les pays touchés par 1’aridité.
De plus, elles ont une capacité a développer une interaction mutualiste naturelle avec des bactéries
symbiotiques fixatrices d'azote (appelées rhizobiums). Les Iégumineuses pérennes a grains telles
que I’arbre vachellia, (Caesalpinioideae, Mimosoideae, Fabaceae ou Papilionaceae), ont une
importance économique et écologique mondiale. La symbiose nécessite ainsi la présence de
partenaires microbiens compatibles, compétitifs et efficaces (Rocha et al., 2020). La fixation
biologique du diazote (N2) est le deuxiéme processus biologique le plus important sur terre, aprés
la photosynthése. Prés de 80 % des gaz atmosphériques est de 1’azote sous forme de diazote. De
plus, environ 78 000 tonnes de gaz inerte sont présentes au niveau de la mer. Malgré une présence
trés importante en azote dans 1’atmosphére et en mer, cet azote est non disponible pour les plantes
(Abdullahi et al., 2020). En général, I’azote fixé par la symbiose légumineuse- rhizobium, varie
entre 16 et 145 kg N ha " an " dans les sols fertiles et de 15 et 123 kg N ha * an " dans les sols
pauvres, alors que l'utilisation annuelle moyenne d'engrais chimiques a été rapportée a 89,7 kg
par ha an 1 (Abdullahi et al., 2020). Les vachellias africains bénéficient d'une attention toute
particuliére des chercheurs et décideurs en raison de leur réle capitale sur le plan écologique
(aménagement et lutte contre la désertification grace en partie a leur capacité a fixer 1’azote dans
des terres seches et chaudes) et économique (ressources agro-forestieres, production de substances
naturelles) (Grouzis et al., 2003). L’espéce de plante vachellia tortilis subsp. Raddiana, est une
Iégumineuse qui n'a pas fait jusqu'ici I'objet d'un grand intérét. Vachellia tortilis subsp. Raddiana,
comme quelques autres ligneux Balanites aegyptiaca, vachellia ehrenbergiana, Vachellia
gummifera...), est capable de croitre et de survivre dans des zones a pluviométrie moyenne
annuelle tres faible (inférieure a 100 mm) et capable d’assimiler efficacement 1’azote dans ce type
d’environnement (Grouzis et al., 2003). Les Iégumineuses Vachellia.sp ne sont pas seulement

utilisées pour enrichir le sol des zones arides mais peuvent aussi fournir de nombreux types de
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produits (fourrage, fumier, bois de chauffage, produits pharmaceutiques, miel, brise-vent, remise
des terres degradée, et produits comestibles) (Davies, 2005).

Au Maroc, deux espéces d'arbres originaires des zones arides et subhumides, de 1’Australie
occidentale et I'Afrique du Sud, appelées respectivement, V cyanophylla et V. horrida, sont
utilisées avec succes pour la stabilisation des dunes et le reboisement (Zerhari et al., 2000). Le
Maroc posséde aussi trois especes endémiques de Vachellia, dont Vachellia gummifera (gommier
du Maroc) une espece non saharienne, et deux espéces V. raddiana, Vachellia flava qui sont
sahariens (Blanco et al., 2016). L’espéce Vachellia tortilis (Forssk) Hayne subsp. raddiana (Savi)
Brenan (communément nommeé A. raddiana) constitue 1’espéce la plus fréquente. Il s’agit d’une
Iégumineuse pérenne a taxon autochtone, originaire du continent Africain (plus spécifiquement
des zones sahéliennes et sahariennes). Elle joue un réle important en Afrique pour la restauration
des sols affectés, par le biais de la symbiose avec les Rhizobiums décrites par une croissance rapide

dans les conditions de sécheresse (Ba et al., 2002).

N pitt Vt}ﬂ

/ NGy

Australia: 9 spp. w

Figure 5 : Présente la distribution géographique mondiale de I'espéce Vachellia. Les deux espéces
V.farnesiana, V.karro et V.nilotica ne sont pas montré sur la carte géographique de I'Australie,
pour bien présenter que la distribution des especes de Vachellia native du pays. Les données sont

publié sur le site www.gbif.org (Comben et al., 2020).

Actuellement, les lignes les plus proches avec le Vachellia Australien sont originaires de la bio-
région du Malé, ce qui généré I’hypothése d’une dispersion de Vachellia sur une longue distance

(Comben et al., 2020). Les graines de certaines espéces mimosoides ont une longue durée de vie
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et peuvent rester viables méme aprés 1 décennie d'immersion dans 1’eau salée. Ceci démontre le
potentiel de la dispersion de I’espece a longue distance dans les courants océaniques. Des études
phylogénétiques antérieures de Vachellia ont suggéré que le genre a divergé de son clade sceur
(contenant Sénégalia Raf, Mariosousa Seigler & Ebinger et Acaciella Britton & Rose) il y a 40
millions d'années. Cette scission postérieure a la fragmentation du supercontinent Gondwana,
suggere que la dispersion transocéanique a longue distance a joué un réle important dans la
distribution pantropicale contemporaine de Vachellia. La récente répartition biogéographique des
plantes légumineuses Vachellia Wight & Arn, pantropicale, a commencé depuis 1’Asic a
I’ Australie, en passant par 1’ Afrique jusqu’au continent Américain. Avec 73 especes ayant été
décrites d’ Afrique, 60 des Amériques, 36 d'Asie du Sud et 9 espéces du nord tropical de I'Australie.
En effet, le rayonnement ultérieur au sein du genre a commencé il y a 18 millions d'années. La
divergeance entre le clade afro-asiatique et le clade américain s’est produite il y a 17 a 13 millions
d'années (Abdullahi A. A, Aliyu 1. A., And Gabasawa A. . 2020, Comben et al., 2020, Rocha et
al., 2020).

4.2 Bactéries fixatrices d’azote symbiotiques Ensifers tolerance et exigence

Les sols des régions du sud Marocain, arides et sahariennes, contiennent des rhizobiums qui
nodulent les plantes Vachellia, espéces locales et introduites. La majorité de ces souches
rhizobiums appartenaient au genre des Ensifers, avec un taux de croissance qui varie entre tres
rapide (54min) a tres lent (plus que 16 heures). Les taux de croissance ne corrélaient pas avec les
conditions climatiques de la région, ou les souches ont été isolées. Particuliérement, les souches
identifiées et étudiées ont montré des capacités a tolérer des conditions de stress extrémes, des
concentrations en NaCl trés élevées, des variations de pH et a tolérer des fluctuations de
température (Zerhari et al., 2000, Sankhla et al., 2017).

Les bactéries du genre Ensifer, sont des bactéries, Gram négatives, non sporulantes, leur taille peut
varier de 0.5-1.0 a 1.2-3.0 um. Avec une morphologie pléomorphe qui apparait dans des
conditions de croissance défavorables, elles contiennent généralement des granules de
polyhydroxybutyrate qui sont réfractées par microscopie a contraste de phase. Aérobiques,
possédant un métabolisme de type respiratoire avec 1’oxygeéne comme accepteur terminal
d’¢électrons, elles sont mobiles grace a des flagelles polaires ou subpolaires et peuvent posséder
d’un a six flagelles péritriches, provoquant des déplacements aléatoires. Les espéces E fredii, E.
saheli, E. terangae et E. xinjiangense sont monotriches, dotées d’un seul flagelle avec une position

d’insertion polaire ou subpolaire. Les Ensifers tolérent, sur un milieu riche a base d’extraits de
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levure et de Mannitol (YM) une concentration de sel (NaCl) allant de 1,0% a 4,5% de
(Kuykendall, Hashem, et Wang 2005). La température optimale de croissance varie de 10 & 44 °C.
La plupart des souches peuvent croitre a 35 °C; et certaines souches peuvent croitre a 10 °C et d'
autres comme E. saheli et E. terangae peuvent croitre a des températures allant jusqu'a 42-44 °C
(Kuykendall, Hashem, et Wang 2005). Le pH optimal pour la croissance est presque neutre, mais
certaines souches peuvent se développer a un pH de 10,5 et d'autres tolérent un pH de 5,0. Les
colonies sont circulaires, convexes, genéralement opaques, parfois translucides, surélevées et
mucilagineuses. Les colonies ont généralement un diametre de 2 & 4 mm en 3 a 5 jours de
croissance sur YM agar. La turbidité est prononcée aprés 2 a 3 jours dans un bouillon aéré ou agité.
Les temps de génération sont de 3 a 6 h. Chimio-organo-trophe, elles utilisent une large gamme
d'hydrates de carbone et de sels d'acides organiques comme sources de carbone en produisant de
l'acide sans formation de gaz. A I’exception de la cellulose et 1’amidon qui ne sont pas utilisés
comme sources de carbone. Ces bactéries peuvent produire une réaction acide dans un milieu
contenant du mannitol et des sels minéraux. La croissance sur milieu glucidique s'accompagne
souvent d'une abondante production de mucus polysaccharidique extracellulaire. Les sels
d’ammonium, les nitrates, les nitrites et la plupart des acides aminés peuvent servir de sources
d’azote. Toutes les souches d’Ensifer nécessitent du pantothénate et de I'acide nicotinique. La
peptone est peu utilisée. La caséine et la gélose ne sont pas hydrolysées. Les souches présentent
divers degrés de spécificité d'hote, déterminés par le type de facteurs Nod produits. Dans les
nodules racinaires, les bactéries de 1’espece Ensifer se présentent sous forme d'endophyte
présentant des formes pléomorphes, (bactéroides) qui réduisent ou fixent I'azote atmosphérique
gazeux en une forme combinée utilisable par la plante hdte (Kuykendall, Hashem, et Wang 2005).

5. Mécanismes d’osmo-adaptation chez les bactéries

5.1 Effet des facteurs abiotiques sur ’activité bactérienne

Les rhizobiums a I'état libre sont plus tolérants aux stress abiotiques que les légumineuses (Zahran,
2003). Des facteurs abiotiques tels que le pH du sol, la salinite, la sécheresse ou la température
peuvent interférer et affecter directement le processus de symbiose ou de nodulation, voire affecter
l'activité de fixation de I'azote des rhizobiums (Kinkema et al.,, 2006). La majorité des
Iégumineuses nécessitent un pH neutre ou Iégérement acide pour établir une symbiose efficace
dans le sol. Un sol a forte acidité affecte la solubilité des éléments minéraux et perturbe la nutrition
minérale, affectant d'une part la croissance de la plante hote, et d'autre part, I’efficacité des

rhizobiums en réduisant ainsi les nodules. Le pH d'un sol alcalin a un effet négatif sur la
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disponibilité de certains minéraux comme le fer et le manganese tant pour le rhizobium que pour
les plantes hotes (Bordeleau et Prévost, 1994). Le stress salin affecte la synthése de certains
composants cellulaires de la bactérie, protéines et lipopolysaccharides. Les processus d’infection,
I'initiation, le développement et I'activité des nodules et la fixation symbiotique de I'azote sont
également tres affecté par la salinité. 1l a été démontré que le SNF (Symbiotic Nitrogen Fixation)
est le processus le plus affecté par le sel (Rao et al., 2002). Ces données suggerent l'intérét de la
sélection des légumineuses et des rhizobiums dans les zones a problémes de salinité (Payakapong
et al., 2006). La plage de tolérance au sel des rhizobiums peut varier en fonction de la souche.
Certains sont inhibés par des concentrations de 100 mM de NacCl, tandis que ceux qui sont les plus
tolérants peuvent survivre a des concentrations extrémes de 1700 mM (Zahran, 2003). Les
bactéries du genre Ensifers sont considérées comme tres tolérantes et peuvent se developper dans
des milieux contenant 300 a 700 mM de NaCl (Muller et Pereira 1995). Le stress hydrique affecte
aussi la fixation symbiotique de I'azote a différents degrés : (i) Croissance et formation granulaires
; (if) métabolisme du carbone et de I'azote ; (iii) activité nitrogénase ; (iv) perméabilité nodale a
I'oxygene (Sadowsky 2005).

La sécheresse inhibe également les processus de la nodulation et la fixation d’azote. Les chercheurs
ont montré qu'il existait une relation linéaire entre la présence de 1’eau dans le sol et I'activité de
fixation de I'acétyléne utilisée pour estimer la fixation du diazote. Ceci reléve la forte corrélation
entre I'alimentation en eau et la fixation symbiotique du N2. L'irrigation stimule donc la fixation
d’azote et aussi stimule I'attachement symbiotique, en particulier chez les plantes non fertilisées.
Si la fixation de lI'azote semble étre tres sensible a toute limitation de I'approvisionnement en eau.
Selon (Ben Rebah et al., 2007), I'irrigation d'appoint améliore de plus le rendement fourrager de
125 a 170% selon I'origine de la souche. Dans des conditions de pluviométrie limitée, I'inoculation
des plantes par des souches adaptées a tout de méme permis des améliorations significatives de la
production fourragére (entre 87 et 91%) montrant ainsi I’importance des Symbiotes. La
température élevée provoque la déshydratation et la dégradation des enzymes dans les principales
voies métaboliques des bactéries et limite la conductivité des sols. Cependant, les basses
températures entrainent une gélification de I'eau intracellulaire et parfois une inactivation
irréversible des enzymes. Il a été rapporté que des températures extrémement basses inhibent
I'expression des génes nodulaires et donc infectent et forment des nodules (Zhang et al., 1996). Le
stress thermique (pas extréme) induit souvent I'expression de protéine chaperonne et de protéine
de choc thermique (HSP), assurant la protection d'enzymes importantes pour la physiologie
microbienne (Cloutier et al., 1992). En revanche, une température élevée affecte la différenciation

des rhizobiums ainsi que la fonction des nodules (Zahran, 1999).
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5.2 Réponse générale au stress

La réponse au stress pour la plupart des bactéries étudiées regroupe multiples mécanismes de
tolérance et d'adaptation pour survivre a des conditions extrémes. Ces réactions entrainent des
modifications de la morphologie bactérienne, de I'enveloppe cellulaire et des composants
cytoplasmiques. L'adaptation au stress osmotique chez les bactéries se résume par les nombreux
processus par lesquels les bactéries tendent a controler les mouvements (flux et écoulement) de
I'eau et contrdler la biosynthése/transport des solutés pour réguler la pression osmotique. Pour
maintenir une perméabilité interne de la cellule bactérienne a une valeur supérieure a celle du
milieu de culture (Stand, 2002). La disponibilité en eau de la cellule peut affecter sa survie et/ou
sa croissance. Chez les micro-organismes, deux types de stratégies de régulation osmotique ont
été décrites pour faire face au choc hyperosmotique : lI'accumulation de sels dans le cytoplasme
("sels cytoplasmiques™) et I'accumulation de solutés de solubilité cytoplasmique compatible
permettant de maintenir la pression osmotique intra-cellulaire et empécher la perturbation de
I’ensemble des mécanismes et métabolismes bactériens (OByrne et Booth, 2002). Ainsi, les
principaux changements morphologiques de la bactérie sous stress osmotique sont : formation de
formes résistantes telles que les spores, altération des structures extracellulaires liées a l'activité
cellulaire ou donnant aux bactéries la capacité d'adhérer aux surfaces ou méme de former une
couche biologique. Ces changements peuvent se produire dans de nombreuses bactéries. Chez
Bacillus subtilis, par exemple, les spores se forment en réponse a des carences en nutriments
(Errington, 1993). Chez Escherichia coli, la plupart des signaux environnementaux, en particulier
les concentrations élevées de métaux, induisent des réponses au stress et conduisent a la formation
de biofilms (Landini, 2009). Chez Campylobacter jejuni, la présence de flagellés rend la bactérie
mobile et capable d'échapper a une acidité extréme (Reid et al., 2008). Dans le cas des rhizobiums,
les bactéries ne sont pas capables de former des spores mais la présence de I'enveloppe joue un
role essentiel dans la physiologie cellulaire et la réponse au stress. En effet, ’enveloppe
bactérienne des rhizobiums est responsable de plusieurs processus tels : le transport, la production
d'énergie, échange d'informations entre les cellules et la transduction de signaux. Sa localisation
forme une interface entre le milieu et le milieu intracellulaire. Elle est donc la plus exposée aux
stress dont elle constitue la premiere ligne de défense. Le stress osmotique affecte aussi le
processus d'assemblage ou de dénaturation des protéines de la membrane externe (EMP) et induit
une accumulation de protéines repliées dans la membrane externe et peut étre toxique pour les
bactéries. Ainsi, la réponse au stress nécessite une régulation physiologique de l'enveloppe

cellulaire et en particulier la régulation de la production de nouvelles protéines par la membrane
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externe (Kili¢ et al., 2009). A lintérieur de la cellule, les stress physico-chimiques altérent
rudement les protéines, I'ADN et I'ARN, créant des dommages importants ou par accumulation de
produits toxiques (Fridovich, 1998). Deux mécanismes de réponse au stress peuvent étre distingués
: d'une part la protection et la réparation des composants macromoléculaires, et d'autre part, la
détoxification du cytoplasme et le maintien de I'homéostasie. Dans la section suivante, un focus
sur les réponses moléculaires impliquées dans le stress osmotique qui assure la défense et

I'noméostasie est développé.

5.3 La stratégie « salt in cytoplasm », une stratégie spécifique aux micro-
organismes halotolérants (extrémes)

La stratégie bactérienne, appelée « salt in cytoplasm », est spécifique aux bactéries Halo et conduit
a I'équilibre osmotigue en maintenant une concentration en sel dans le cytoplasme équivalent a
celle du milieu extérieur. La forte concentration de sels dans le cytoplasme nécessite des
mécanismes pour stabiliser les structures protéiques en réduisant la répulsion entre les charges
négatives et en augmentant leur hydratation. De plus, des concentrations élevées d'ions dans le
cytoplasme ont le potentiel de perturber la physiologie cellulaire en provoquant I'agrégation par
des interactions hydrophobes des macromolécules en réduisant la disponibilité en eau (Sleator et
Hill, 2002). Cela nécessite des mécanismes d'adaptation spécifiques que I'on retrouve chez les
bactéries spécialisées dans ce type de milieu, comme I'utilisation d'une plus grande proportion
d'excés d'acides dans les protéines pour limiter I'nydrophobicité et également I’accumulation d'ions
K+. Ainsi, les propriétés de I'hémophilie dépendent de la capacité des bactéries a accumuler des

molécules protectrices afin de rétablir I'équilibre osmotique.

5.3.1 Les mécanismes d’accumulation intracellulaire de solutés compatibles
solubles osmotiquement actifs

La bactérie rétablit une pression de turgescence positive en réponse au stress hyper-osmotique en
accumulant du potassium dans le cytoplasme (réponse primaire) et/ou des solutés compatibles
(réponse secondaire). Cette accumulation peut avoir lieu par biosynthése endogéne ou par

transport depuis le milieu extérieur (Sleator et Hill, 2002).

5.3.1.1 Roéle des ions potassium (la réponse primaire)

Les ions potassium (K+) jouent un réle essentiel pour Les microorganismes mésophiles, dans le
maintien de la pression de turgescence. La concentration en potassium augmente ainsi

proportionnellement a I'augmentation de I'osmolalité du milieu extérieur. Il existe généralement
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une correlation positive entre la teneur en ions potassium dans le cytoplasme et la tolérance
bactérienne & une osmolalité élevée. 1l a été reconnu que le potassium sert également de « messager
secondaire » essentiel pour I'établissement efficace des systemes cellulaire face aux effets de stress
osmotique (Sleator et Hill, 2002).

5.3.1.2 Les solutés organiques compatibles (les réponses secondaires)

Les solutés compatibles sont moins perturbateurs pour la cellule bactérienne que le potassium
(Bremee et Kramer, 2000). Ce sont des molécules organiques trés solubles dans I'eau qui ont une
charge nulle a pH physiologique et n'interagissent pas avec les protéines. 1ls n'interférent pas avec
les fonctions cellulaires importantes méme a des concentrations élevées (>1M) (Sleator et Hill,
2002) et stabilisent indirectement les enzymes contre les effets des agents dénaturants tels que les
sels, la température. La nature des solutés compatibles accumulés par les bactéries dépend de la
présence de ces composes ou de leurs précurseurs dans le milieu extérieur, de l'existence de
systemes de transport et de synthése. Il s'agit de sucres (comme le saccharose, le tréhalose ou le
glucose) ou de polyols (glycérol, arabitol, mannitol, etc.), d'acides aminés (proline, glutamate,
glycine) et de certains dérivés d'acides aminés (taurine, glycine bétaine, triméthylamine). -N-
oxyde, ectoine...). La glycine bétaine (GB) est mentionnée parmi les protecteurs osmotiques
potentiels, qui peuvent s'accumuler dans le cytosol par absorption directe ou par synthése de
choline, de choline-O-sulfate ou de la carnitine (Sleator et Hill, 2002). En revanche, un grand
nombre de bactéries transportent la bétaine dans les cellules pour étre utilisée comme agent
osmotique. Seules quelques bactéries (par exemple, Actinopolyspora Halophila et Halomonas
elongata) et un méthanogéne (Methanohalophilus portucalensis FDF1) sont capables de
synthétiser la bétaine en oxydant la choline ou le méthylate de glycine (Sleator et Hill, 2002). Deux
systemes de transport des bétaines ont été entiérement caractérisés : le systeme Hut impliqué dans
le transport de la glycine-bétaine et le systéme BetS dans le transport de bétaine, choline et
carnitine (Boscari et al., 2002). Le transport de ces solutés est présent au sein des espéces de
Rhizobiaceae. En général, il est rare que la glycine-bétaine soit le seul composé soluble compatible
présent chez une halobactérie soumise a un stress salin. Elle est souvent accompagnée
d’accumulation des sucres (saccharose, tréhalose), de polyalcools (sorbitol, glycérol) ou d’autres
acides aminés et de leurs dérivés (glutamate, éctoine). L'éctoine est synthétisée par de nombreuses
bactéries de deux genres halotolérantes et halophiles isolées de milieux dits hypersalins et son
accumulation dépend du stade de croissance de la cellule bactérienne. Chez Chromohalobacter
israelensis, I'éctoine s'est accumulée uniquement lorsque les cellules étaient cultivées dans un

milieu avec une concentration en sel supérieure a 0,6 M, et que les cellules se développaient de
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facon exponentielle. Par consequent, de nombreuses especes de Rhizobium accumulent du
glutamate dans leurs cellules (Zahran, 2001). Les acides aminés glutamate et proline sont des
acides aminés anioniques et leur accumulation implique lI'accumulation intracellulaire d'ions
potassium. Chez certaines bactéries Gram-négatives se développant sous un stress osmotique, le
glutamate possede plus de 90 acides aminés libres. Les disaccharides, saccharose et tréhalose, sont
utilisés comme osmo-protéctants chez E. meliloti (Zahran, 1999). Le tréhalose est utilisé par les
organismes pour lutter contre les effets de la dessication, mais il sert également comme un
osmolyte. Chez Chromohalobacter israelensis, le tréhalose n’est important que lorsque les
cellules sont cultivées a des concentrations inférieures a 0,6 M dans du NaCl. Chez la bacteérie
sulfato-réductrice Desulfovibrio halophilus, le tréhalose est le principal osmolyte utilisé lorsque
les bactéries sont cultivées dans un milieu additionné avec (2,5 M) de NaCl et en absence de
sources de bétaine. Le disaccharide non modifié, en particulier le saccharose, est un facteur
important pour la survie des cellules en phase stationnaire sous stress salin et il est synthétisé dans
les cyanobactéries et les protéobacteéries. Il restaure également les voies métaboliques actives sous

stress nutritionnel pendant la phase stationnaire.
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CHAPITRE Il

Les Bactéries fixatrices d’azote isolées du désert au Maroc et symbiotique de Vachellia

pourraient appartenir a une nouvelle espece de Sinorhizobium (Ensifer)
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Abstract

Bacteria capable of nodulating Acacia tortilis and A. gummifera could be recovered from sand
dunes collected in the Moroccan Merzouga desert. The trapping approach enabled the recovery of
17 desert rhizobia that all clustered within the Ensifer (Sinorhizobium) genus. Four isolates of the
dominant genotype comprising 15 strains as well as 2 divergent strains were further characterized
by MLSA. Phylogenetic analyzes indicated that the dominant genetic type was belonging to a new
and yet undefined species within the Ensifer genus. Interestingly, housekeeping gene phylogenies

showed that this possibly new species is also present in another desert but in India. Phylogenetic
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analyses of nifH and nodC sequences showed high sequence conservation among the Moroccan
strains belonging to the dominant genotype but high divergence with sequences from Indian
isolates suggesting acquisition of symbiotic genes through Horizontal Gene Transfer. These desert
rhizobia were capable of growing in media containing high salt concentrations, under high pH and
most of the strains showed growth at 45°C. Only recovered from desert type of Biome, yet, this
new taxon appears particularly adapted to such harsh environment.

Keywords: Hot Desert, Africa, Acacia rhizobia, Ensifer, Symbiosis, Phylogeny

Introduction

One of the most severe and widespread environmental problem that the agricultural
industry now faces is the degradation of soil quality. This problem is partially due to intensification
of cultures and human activities which, in vulnerable regions, are already impacted by climate
changes that synergistically accelerates soil degradation and desertification [48]. If desertification
affects many regions in the world and has been perceived as a major environmental concern for
decades, its emphasis has led to over estimations in the past [59]. Nevertheless, a recent study
reports that 10-20% of drylands, covering about 40% of land surfaces, are subjected to
desertification which may directly impact over a quarter of million people in developing countries
[50]. Photographs taken in 1868 and in 2008 in the semi arid northern region of Ethiopia show that
restoration of a plant cover in degraded environments may be reached [45] and demonstrates the
importance of land use management and the need of policies and actions that should integrate
biophysical and socio economical issues for a sustainable development in arid and semi arid areas
[50], [55].

Aiming at promoting plant cover restoration in arid and semi arid zones, acacias appear
particularly interesting as several species are adapted to drought and salinity [7], [69].
Furthermore, they are able to stabilize and fertilize soils via nitrogen fixing and mycorrhizal
symbioses [16], [20] and constitute sources of wood, fodder, medicine and gum [40]. The study of
Acacia rhizobial diversity and the selection of efficient N-fixers may help in identifying the best
plant-microsymbiont couples to be used in reforestation programs which require inoculation and
preliminary growth in nurseries prior planting to be optimal [7]. Studies on the diversity of nitrogen
fixing rhizobia that develop the symbiosis with acacias naturally growing in Africa have shown
that this genus is associated with a broad range of species belonging to genera Mesorhizobium,
Ensifer, Rhizobium and Bradyrhizobium[2], [6], [12], [13], [14], [15], [17], [28], [30], [35], [39],
[44], [46], [52], [72]. Moreover, previous work on Australian acacias has showed that harsh
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environmental conditions such as limited organic matter, heat, desiccation or salinity can affect
acacia rhizobia diversity [3], [60].

With the objectives to promote acacia growth in arid regions in reforestation programs, we
need to identify adapted symbiotic microorganisms that could, upon inoculation facilitate their
installation and maintenance. To do so, a possibility consists in the identification of such bacteria
directly from degraded plant free areas such as deserts that should lead to sustainment of the
symbiotic system. Interestingly, hot deserts have been shown to hide a great diversity of
microorganisms as exemplified by previous studies in America [19], [43], Africa [4], [8] or in Asia
[1]. Furthermore, the comprehensive study on soil microbial communities based on comparative
metagenomic data from various types of biomes including hot desert [19] clearly suggests that
taxonomic and functional gene richness in hot desert samples are comparable to those found in
forest Biomes. Notably, the 4 genera found to nodulate with Acacia (Mesorhizobium,
Bradyrhizobium, Rhizobium and Ensifer) were identified among the 50 most abundant genera in
all biomes studied with the exception of Mesorhizobium in cold desert samples [19].

Despite the great microbial diversity of soils, rhizobia can be quickly isolated by using a
nodule trapping approach. It enables to rapidly select strains capable to develop a beneficial
interaction with symbiotic leguminous plants of interest. Previous studies have showed that some
bacteria capable of nodulating acacia species of interest in Morocco (one endemic species A.
gummifera and the widely distributed A. tortilis) could be isolated from desert sand dunes of the
Merzouga desert [18], [71].Given the broad diversity of rhizobia capable to nodulate acacias,
metagenomic studies indicating the presence of rhizobia in desert sand including that of Merzouga
[23], and previous studies reporting isolation of symbiotic bacteria from Acacia nodules, it is
expected that sand dunes of Merzouga contains rhizobia.

In this report, the presence and the diversity of bacteria originating from desert sand dunes
that could develop the symbiosis with Acacia was studied. A new collection of desert rhizobia was
generated and the taxonomical positioning among rhizobia was estimated using 16S rDNA and
Multi Locus Sequence Analysis (MLSA) with 4 housekeeping marker genes gInA, recA, gltA and
dnaK. The phylogenetic analysis of symbiotic genes nodC and nifH from selected isolates is
presented. Finally, the fact that viable rhizobial strains could be recovered from such environment
and the presence of isolates sharing the same taxonomical position in a distant desert region are

discussed.

Materials and methods

Sampling and physico-chemical characterization of sand dune samples
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Around 20 liters of sand were collected from four different sites in the dunes of the
Merzouga desert at a depth of 15-25 cm and corresponding GPS coordinates were recorded. The
four sites were completely free of vegetation. For the characterization of the total C and N content
from collected samples, an aliquot of sand was air dried, passed through a 2mm sieve, grinded to
0.1mm and analyzed using a thermo-Fisher Flash EA 1112. Available phosphate content in soil
sampled was measured using dried and 2mm sieved samples by colorimetric flux AA3 following
a procedure described previously [11]. The pH characterization of sand samples was calculated as
follow; 50 ml of distilled water was added to 20g of sand. After one hour of agitation, the solution

was decanted for 30 minutes and the pH recorded.
Selection of rhizobia from desert sand dunes

The rhizobial isolates were obtained by trapping using two species of Acacia (Acacia
gummifera and Acacia tortilis subsp. raddiana) on sand. Seeds of Acacia were surface sterilized
using a solution of sulfuric acid at 95% (V/V) for 2 and half hours and washed 6 times with sterile
water. The absence of microbes in water from the final wash was verified by plating onto fresh
Yeast Extract — Mannitol (YEM) agar medium [63]. Seeds were then germinated on water agar
(1%, W/V) medium at 28 °C in the dark for 72 h.

Seedlings were then placed aseptically either directly in sand samples from the Merzouga
desert in closed magenta jars or in sterilized sand. In the latter case, 25 g of sand samples from the
Merzouga desert were first mixed with 50 ml of physiological water for 90 minutes to resuspend
bacterial cells, then 25 ml were used as inocula to trap nodule forming rhizobia while sterile
physiological water was used to inoculate control plants. Acacia seedlings were watered using a
sterile nitrogen-free Jensen solution [63] and a layer of sterile sand was added on top of the
inoculated sand so as to avoid contaminations.

After 8-10 weeks in a growth chamber under a light/dark photoperiod of 16h/8h at a
temperature of 22-23°C, the root systems were examined. When observed, nodules were excised
and surface sterilized using a solution of 1% (W/V) CaCl20; for 3-15 min depending on the size
of the nodule followed by six washings with sterile distilled water. Control plant roots never
showed any nodule.

To isolate rhizobia, nodules were cut with a sterile razor blade, picked in the middle and
directly streaked onto solid YEM medium. Small nodules were crushed in a drop of sterile distilled
water and transferred to solid YEM. Pure colonies were obtained by repeated streaking onto YEM
and/or TY media [5] and stored in 20% (V/V) glycerol at — 80°C. Once purified, isolates were
further tested for their capacity to re-nodulate their original hosts.
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Tolerance of isolated strains to salt, temperature and pH

To test the salt tolerance of isolated bacteria, strains were pre-grown in liquid cultures of
YEM medium up to stationary phase, and the optical density at 630 nm was adjusted to 0.7. Ten
pl were then used to inoculate 200 pl of YEM medium supplemented with NaCl to reach final mM
salt concentrations ranging from 100 to 700 mM in steps of 100 in micro-well plates. The tolerance
to salinity was estimated after 10 days growth in rotator shaker at 33°C by optical density
measurements at 630nm using the BIOTEK EIx808 Absorbance microplate reader. To test growth
abilities of the strains under acidic and alkaline pH, YEM medium was supplemented with 25Mm
Homopipes to buffer the pH to 4 or 25mM TAPS (N-Tris(hydroxymethyl)methyl-3-
aminopropanesulfonic acid) to buffer the pH to 9. The pH of media was checked after autoclaving
and did not change by more than £0.1 unit. The ability to grow at high temperatures was tested on
the strains following the same pre-cultivation procedure as described above. However YEM agar
plates were used. Five pl of the pre-cultures were spotted onto the plates. After drying of the
inoculated cell suspensions under sterile flow hood, plates were incubated at 33, 37, 40, 45, 47.5
or 50 °C for 10 days and growth at the highest temperature was recorded. Two biological

repetitions with three technical replicates were done for each strain.
Molecular Methods

Genomic DNA of bacteria was extracted following a previously described method [9].
Partial 16S rDNA were amplified and sequenced using the primers 16S-27f (5’- AGA GTT TGA
TCM TGG CTC AG -3”) [67] and 16S-1080r (5’- GGG ACT TAA CCC AAC ATC T -3°) [56].
Secondly, for selected isolates, the partial gene sequences of the house keeping genes recA, dnak,
ginA and gltA were amplified and sequenced using the primer pairs (recA6F/555R,
dnaK1466F/1777R, gInA572F/1142R and gltA428F/1111R) as described previously [37].

Sequence divergence of symbiotic genes from selected isolates was also studied using nifH
and nodC marker gene amplification and sequencing. The nodC gene fragments were amplified
and sequenced following previously published method [32]. The nifH sequences were obtained
following a 2 step Nested PCR approach. First, the primer pair CDHPnifH53f [54] / nifHI [32]
was used and cycling conditions were as follow: 95°C 5 min and 5 cycles : 94°C for 30 sec, 50°C
for 30 sec, 72°C for 1 min followed by 30 cycles : 94°C for 30 sec, 56°C for 30 sec, 72°C for 1
min and a terminal incubation at 72°C for 7 min. One microliter of the resulting PCR product was
then used as template in a second PCR using primers CDHPnifH53 / CDHPnifH723R [54] and the
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following cycling conditions: 95°C 5 min followed by 35 cycles: 94°C for 30 sec, 55°C for 45
sec, 72°C for 1min and a terminal incubation at 72°C for 7 min.

The PCR products were purified and sequenced by Genoscreen Inc (Lille, France). The
sequences produced in this study are deposited in the GenBank database under the following
accession numbers: 16S rRNA (KP993276 - KP993295); dnaK (KP993240 - KP993245); glnA
(KP993246 - KP993254); gltA (KP993255 - KP993263); recA (KP993231 - KP993239 and
KT991374 — KT991387); nifH (KP993264 - KP993268); nodC (KP993269 - KP993275) (See
Supplementary tables S1 and S2 for details).

Genomic fingerprinting was performed by REP-PCR using REP1R-1 and REP2-1 primers
[62] as described previously [41].

Phylogenetic analyses

Sequences were manually corrected using BioEdit v9.0 software [27], aligned using
Muscle as implemented in MEGA v5 [58]. Phylogenies were constructed using MEGA v5.2 by
UPGMA using the Kimura 2 Parameter method or by Maximum Likelihood (ML) method using
the best fitted ML model and parameters as indicated by the lowest Bayesian Information Criterion
score. Tree topologies were tested using 1000 bootstrap replicates. We included in the
phylogenetic reconstructions sequences retrieved from GeneBank and corresponding to defined
Ensifer species or to other rhizobial species. Furthermore, to estimate the within-species distances
among Ensifer species, we also included several sequences originating from isolates belonging to
the same species in the MLSA. The list of strains and accessions used in the present study are

reported in Supplementary tables S1 and S2.
Results
Estimation of total C and N content, available phosphate and pH of sand dune sampled

Sand samples from the Merzouga desert were collected at 4 locations (see GPS information
from Supplementary table S3). They contained total carbon levels ranging from 0.10 to 0.65 %
and nitrogen levels below the detection threshold (< 0.02 %). Regarding the available phosphorus,
values ranged between 3 to 8 mg/kg. The pH of the 4 Merzouga desert sand samples was alkaline
and ranged from 8.7 to 9 (Table S3).

Isolation of Acacia nodule bacteria from desert sand dune and tolerance to salt heat and

alkaline pH
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A total of 21 nodules could be recovered out of more than 300 seedlings. Only one could
be found when using sand sample N° 4 (with A. gummifera) while the remaining 20 nodules were
collected from A. tortilis root systems using sand samples from the site N° 2. Pure isolates were
obtained from 20 nodules, cultivated and stored in glycerol 20% at -80°C. These 20 isolates were
further tested for their ability to re-nodulate Acacia as well as for their tolerance to stresses induced
by salt, high temperatures or pH (Table 1). All the strains showed some growth in YEM medium
complemented with NaCl concentrations up to 400mM and one strain was capable of growing in
YEM medium complemented with NaCl at 700mM. All isolates but 3 were capable of growing at
45°C and 10 isolates showed visible growth at 50°C. Finally, all isolates could grow in a medium
buffered to an alkaline pH of 9 while no growth was observed at an acidic pH of 4. Finally, 17
strains were found to re nodulate Acacia seedlings (Table 1).

Phylogenetic analyses of 16S rDNA and housekeeping genes

To get insights into the diversity and the phylogenetic relationships among strains isolated
from desert sand dunes, the 16S ribosomal subunit was first partially sequenced (720 bp) and
analyzed using MEGAS. The phylogenetic positions of the 20 isolated strains as estimated by
UPGMA showed that they all belong to the alpha-proteobacteria class within the family
Rhizobiacae (Supplementary figure S1). Sequences from 17 isolates out of 20 studied presented
an identical partial 16S rDNA sequence with strains isolated from wild legumes in the Thar Desert
(strains Ensifer sp. INVU Ra9, TP6 and TW10) as well as to E. kostiensis. These 17 partial 16S-
rRNA gene sequences were 99.8 and 99.4 % similar to Indian strain TP13 and E.saheli
respectively. Additionally, 2 strains were found within the Ensifer clade. The strain LMR002
presented an identical partial 16S rRNA sequence to E. garamanticus (ORS 1400T) isolated from
nodules of the herbaceous legume Argyrolobium uniflorum in the infra-arid zone of Tunisia [70]
and Ensifer genospecies 1V strains represented by Ensifer sp. AC25e which was isolated in
Southern Ethiopia from root nodules of Acacia tortillis[14]. The second strain (LMR021) showed
an identical partial 16S rDNA sequence to those of E. fredii, E. xinjiangensis, and E. americanum
type strains as well as with Ensifer genospecies V (represented by Ensifer sp. AC38d2) comprising
a large group of 22 Ethiopian isolates nodulating Acacia tortilis and A. seyal[14]. Finally, one
strain (LMRO014) grouped within the Agrobacterium clade and showed 98.8% and 97.3% of
sequence similarities with A. radiobacter and A. rubi type strains respectively (Supplementary
figure S1).

Given the high conservation of partial 16S rRNA gene sequences used here for assessment

of the genera of newly identified isolates and to further estimate the diversity and phylogenetic
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position, the widely used housekeeping recA gene, which is available for all type strains within
the Ensifer genus, was partially sequenced for all 20 desert isolates and a ML phylogenetic tree
was produced (Figure 1). Again, all 17 desert strains sharing the same partial 16S rRNA sequences
possessed an identical partial recA sequence which was also found in the Indian strain Ensifer sp.
JNVU Ra9. These 18 recA sequences were highly similar to the 2 Indian strains (Ensifer sp. INVU
TP6 and TW10) showing 97.3% of conserved residues while the strain TP13 shared 93.8%
identical nucleotides (Figure 1B). The closest described species to this large group of desert
rhizobia were Ensifer saheli (92.5% similarity) and E. kostiensis that showed, in contrast to the
16S rRNA, a greater recA sequence divergence with 91.4% of similarity. Given the high
conservation of 16S rRNA and recA gene sequences between the 17 strains isolated from the
Moroccan desert strains Ensifer sp. JINVU TP6 and Ra9, their genomic fingerprints were compared
by REP-PCR. Using the REP 1R-1 and REP 2-1 primers, we found that all these strains shared a
majority of bands with however 7 different profiles among the Moroccan isolates and 2 additional
ones for the Indian strains (Supplementary figure S2) which confirms the close evolutionary
relationships between these desert rhizobia that present however variable repetititve extragenic
palindromic elements. The recA phylogeny confirmed the close proximity between the strain
LMRO002, the Ethiopian strain Ensifer sp. AC25e (99.7% similarity) and E. garamanticus (99.4%
similarity). In contrast to the partial 16S rRNA based phylogeny that grouped the strain LMR021
together with E. fredii, E. xinjuangensis and E. americanum, the recA phylogeny indicated a
divergent evolutionary relationship with these Enisfer species and suggested that it may belong to
another genomospecies. Finally, the recA phylogeny showed that strain LMR014 was related to
Agrobacterium radiobacter (sharing 93% of sequence similarity with a bootstrap value of 95%).
Incapable to renodulate acacia seedlings when inoculated as pure culture, LMR014 was discarded
from further analyses.

To gain resolution in the evolutionary relationships among isolated desert rhizobia, 4
strains representing the dominant genotype (LMR001, LMR006, LMRO008 and LMRO013), and the
2 divergent genotypes (LMR002 and LMR021) were selected and further studied using partial
sequencing and phylognenetic analyzes of 4 housekeeping genes (dnakK, gInA, gltA and recA). The
maximum likelihood (ML) phylogenetic tree obtained using concatenated sequences of the 4
markers is shown in figure 2, and trees based on single housekeeping genes recA, dnakK, gInA and
gltA are shown in figure 1, supplementary figure S3-5 respectively. The ML trees confirmed the
close proximity between strains representing the dominant genotype from the Merzouga desert
(LMRO001, LMR006, LMRO008 and LMRO013) together with strains isolated from the Thar desert
in India (Ra9, TP6, TP13 and TW10), TP13 being slightly more divergent. We found sequence
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similarities ranging from 99 to 100 % between concatenated housekeeping gene sequences from
these 4 Moroccan strains and Indian isolates Ra9, TP6 and TW10. These 7 strains showed 96 %
concatenated sequence similarities to TP13 concatenated sequence and the closest described
species was E. saheli that showed 92.1 % similarity (Table S4). Pair wise evolutionary distances
estimated on concatenated sequences within the clade grouping the 7 closest desert strains was
extremely low and comparable to other intraspecies distances (Figure 2, Supplementary table S4)
suggesting that these isolates may belong to the same new and yet undefined Ensifer species while

the strain TP13 may represent a sister species.

Analyses of housekeeping genes recA, gInA and gltA from LMRO002 confirmed the close
proximity with Ensifer garamanticus ORS 1400T isolated from Argyrolobium uniflorum in
Tunisia with sequence similarities above 99 % for recA and gInA and above 98 % for gltA (figure
1, supplementary figures S4 and S5 respectively). Regarding the strain LMR021, based on core
gene phylogenies, we found that it may represent another and yet undefined Ensifer species with
as closest neighbor E. americanum with which it presented 94 % and 94.3 % sequence similarities
when gInA and gItA were compared while recA was more divergent. Globally, trees obtained
using single core genes presented similar topologies except for species Ensifer numiduicus, E.
kostiensis and E. americanum which showed variable evolutionary relationships depending on the

marker used.
Phylogenetic analyses of symbiotic genes

To get insights into the diversity of the symbiotic genes among rhizobia isolated from the
Merzouga desert, nifH and nodC genes were partially sequenced (605 bp and 817 bp respectively)
and used to construct phylogenetic trees. Using these symbiotic markers, the tree topologies
differed from those obtained using core genes (Figure 3). Symbiotic markers from Indian strains
TP6 and TW10 isolated form wild Tephrosia plants in the Thar desert grouped with those of E.
sojae CCBAU 05699 and were highly divergent from nifH and nodC from the Moroccan strains.
Both symbiotic markers from the dominant genotype representative strains recovered from the
Merzouga desert (as shown for LMR001, LMR006 and LMRO013) grouped together and diverged
from those of LMR002 and LMRO21. In the case of the nifH phylogeny (Figure 3A), sequences
from LMRO001, LMRO006 and LMRO013 (sharing more than 99.4% sequence similarities) were
grouping (Bootstrap value of 80%) with Ensifer sp. HAMBI 1499 (> 99.1% similarity), Ensifer
kostiensis strains HAMBI 1476 and HAMBI 1489 and E. arboris strain HAMBI 1700 (> 98%

sequence similarities) which were all isolated in Africa from Acacia or Prosopis nodules. While
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nifH sequence from LMRO002 was highly divergent to other nifH sequences, the phylogenetic tree
placedLMRO021 sequence in a cluster that included all reported EnsifernifH sequences found in
Ethiopian isolates recovered from Acacia nodules [14] which was supported by a high bootstrap
value of 97%, with as closest reference strain the nifH sequence of Ensifer terangae USDA4894;
and more precisely into a subcluster (99% bootstrap value) including Ethiopian strains AC14d,
AC27d1, ACOle, ACOlc2 and AC47a that showed more than 99% similarities (Figure 3A).
Beside LMRO002 nifH sequence which was not related to any other sequences understudy, nifH
from other desert strains were included in a large cluster that was shown to represent the African
continent in a previous study [14]. However, Indian strains recovered from native Mimosa (such

as Ensifer sp. INVU MHM12) were also included in this cluster.

Regarding the phylogenetic tree inferred from partial nodC sequences, more divergence
was obtained (Figure 3B). Strains LMR-001 / -006 / -008 and -013 showed nodC sequences (>
99.8 % similarity) that were closely related (> 97.4% similarity) to the Senegalese strain E. arboris
LMG 14919 and from the Ethiopian Ensifer sp. ACOle which was representative of 13 strains
[14]. Additionally, closely related nodC sequences from Indian native desert Mimosa symbionts
(Ensifer sp. INVU MHM-12, -3 and -4) were found (> 96.6% similarity) and formed a larger clade
that was separated (bootstrap of 79%) from another group which included nodC sequences from
LMRO21 and 6 Ethiopian Ensifer strains (AC27al, AC52C, AC47a, AC27d1, AC14d and
AC38d2) that represent a set of 52 strains [14] with which it was 95.5 — 97.4% similar. As for nifH
phylogeny, LMR002 nodC sequence was highly divergent as were those from the Indian TP6 and
TW10 isolates that displayed proximity with those of E. sojae CCBAU 05699 and Ensifer sp.
NGR234 (showing 94.3 and 94.6 % sequence similarity respectively).

Discussion
Sand dunes from the Merzouga desert contains viable symbiotic N2 fixing nodulating
bacteria

A microbial community study comparing several biomes showed that hot deserts present
high diversity [19] and a recent study by Giongo et al., [22] has reported the successful recovery
of rhizobia including Ensifer sp. from desert sand when using Acaciaalbida, A. spinosa and Vigna
as legume baits. One of the main objectives in the present study were to test whether rhizobial
symbionts of the widespread Acacia tortilis subsp. raddiana or the endemic A. gummifera were
present in desert sand dunes from the Merzouga desert in Morocco and examine their taxonomy.
The use of leguminous trees such as Acacia particularly adapted to desert environments [7], [69]
present particular interest for local populations in arid and semi arid zones such as in Morocco.
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The two species A. tortilis and A. gummifera were chosen as hosts so as to constitute a collection
of symbiotic isolates which may further be studied for their potential use as bio-fertilizer to
facilitate their installation in such eco-climatic zones. Only 21 nodules were recovered out of more
than 300 plants. The very low nodulation frequency was somehow expected as the sites sampled
were located in arid zones receiving extremely low rain-falls and totally free of vegetation thus
inhibiting the production of organic matter. The absence of a plant cover may explain the very low
N and available P content found in the sand samples (under the detection threshold 0.02% and
ranging from 3 to 8 mg/kg, respectively, table S3) which limit growth of organisms. The total
carbon content was relatively high (ranging from 0.09 to 0.66%) and may be due to the mineral
form (probably calcium carbonate) which is favored under alkaline pH. The number of nodules
recovered varied greatly with sites sampled indicating a spatial heterogeneity of rhizobial
abundance in the Merzouga desert. A previous study using direct count from multiple sites and in
several desert regions has observed some variability in microbial abundance among samples
collected within the same desert region [24]. Furthermore, desert sand dunes are moving and winds
can occasionally bring bacteria which may explain rhizobial frequency variations across sites. The
reason why we found a single nodule on A. gummifera is not known, and increasing the length of
the nodulation assays with the number of plants may help in recovering higher nodule number
when using this Acacia species. Nevertheless, the strain LMRO001 was also capable to nodulate A.
tortilis.

The 20 isolates were all fast growing and highly mucous when grown on Yeast — Mannitol
Agar medium. Their tolerance to salt and high temperatures was studied and showed some
variability. However, they were all growing in media containing high salt (400 mM) and they were
all capable of growing at 37°C with a majority showing positive growth at 45°C on solid media
which indicates an overall tolerance to high temperatures. This is not surprising as these isolates
were collected from sand dunes where temperature often reaches 40°C even at 15 cm of depth.
Finally, their tolerance to an alkaline pH of 9 was also expected as this is in the range of pH found
from sand dune sampled. Our results show an overall tolerance to salt induced hyper-osmotic
stress, temperature and alkaline pH that are major constraints found in arid soils, and demonstrate
the interest to study rhizobia originating from such less explored harsh environments.

The mechanisms whereby rhizobial cells are able to sustain in deserts, which impose high
UV radiations, extreme temperatures and low access to essential components such as water or
nutrients, are not known. Microorganisms that are particularly adapted to deserts include Gram-
positive bacteria or spore-forming species that allow the organisms to sustain under unfavorable

conditions for long periods of time and until appropriate conditions are restored in their proximate
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environment. However, rhizobia are gram negative, non-spore forming and the mechanisms
whereby they can survive remains to be addressed even though some clues on their metabolic and
phenotypic responses to desiccation have been studied [10], [65] and showed that the physiological
state preceding the desiccation impacted their survival [65]. Notably, it can be expected that
environmental conditions found in deserts and which precede desiccation including a progressive
water loss concomitant to an osmotic stress may contribute to their desiccation tolerance and
survival. Additionally, one study reported the formation of cyst like resting forms in a S. meliloti

strain [34] which may further be investigated as this has only been observed once to date.

The majority of Acacia rhizobial symbionts from the Merzouga desert belong to a yet

undefined Ensifer species that was also recovered from the Thar desert in India

Based on the analysis of partial 16S rDNA sequences, all the isolates capable of forming
nodules on Acacia upon re-nodulation assays were found within the Ensifer genus among which
15 presented identical sequences. Using recA as taxonomical marker, this dominant genotype did
not show close proximity to any defined species while the 2 remaining strains LMR002 and
LMRO021 were found closely related to Ensifer garamanticus and E. fredii respectively. All strains
that were capable to renodulate acacia here belong to the fast growing Ensifer genus. Several
Ensifer species nodulating acacias have already been described including E. terangae[13], E.
mexicanus[33], E. americanum[61], [66] and E. kostiensis[44] and studies on acacia rhizobia
diversity suggest that several new species may be defined in the future [6], [14], (this study).
Interestingly, acacia rhizobia belonging to this genus were found preferentially associated to
Australian acacias in soils subjected to heat, water stress or salinity [3], [60] while Bradyrhizobium
and Rhizobium strains were dominant in more temperate regions [31] which demonstrates the
interest to investigate less explored stressed environments where adapted rhizobia can be
recovered.

Surprisingly, 16S rDNA and recA partial sequences obtained from the most frequent
genotype was identical or highly similar to that of isolates recently identified from another desert
in India which nodulated diverse wild leguminous species, suggesting that this new clade is also
present in other parts of the world. Four marker genes shown to fit evolutionary relationships
within the Ensifer genus [37] confirmed the close proximity between Indian and Moroccan desert
Ensifer strains. The low sequence divergence detected between these strains was also confirmed
and, together with the genetic distance with the other Ensifer species, suggested that these isolates
may belong to a common and yet undefined Ensifer species.
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Being recovered from two distant deserts, this putative new species seems particularly
adapted to such environment. One possible explanation regarding their presence in such distant
geographical locations is dispersal through sand storms, which can transport high number and
diverse microorganisms present in desert dust storm regions [24] through long distances and allow
trans-Mediterranean and trans oceanic trips [25], [26], [29], [53], [68]. Such transportation vector
has already been hypothesized for rhizobiafollowing a population genetics study which
demonstrated a high level of migration of Bradyrhizobiumcanariense between Morocco and the
Canarian archipelago [64].

The divergent strain LMR002 was, on the basis of 3 core gene phylogenies (recA, ginA
and gltA, Figures 1, S2 and S4), related to Ensifer garamanticus ORS 1400T isolated from
herbaceous legumes in another arid zone in Southern Tunisia by Zakhia and colleagues [70] and
was, based on 16S rDNA and recA phylogenies, also closely related to other isolates identified
from Acacia nodules in southern Ethiopia [14]. Interestingly, in the later study, many isolates
(representing several genospecies) showed identical partial 16S rDNA sequences with our last
isolate LMRO021 but based on the recA phylogeny, this strain appeared to belong to another
genospecies, not yet described. Despite the lack of data on several studied housekeeping gene
sequences from Ethiopian or Tunisian isolates, our results indicate that rhizobia found in the
Merzouga desert possess close relatives that are all originating from arid zones in Africa or Asia
which suggests environmental driven adaptation and speciation.

The reason why strains recovered from the Merzouga and Thar deserts that from a new
clade within the Ensifer genus have not been yet observed in other types of environments remains
to be investigated. Such scarcity is puzzling as one would expect a wide spread of this new group,
especially when desert sand and dust is considered as a major source of materials transported over
long distances which should favor spreading of this group worldwide and more specially in regions
on the path of major atmospheric fluxes [25]. One possible explanation is a poor competitivity of
isolates native of deserts as compared with those present in areas subjected to lower abiotic
stresses, higher nutrient availability and whose presence with their hosts is ancient. Noteworthy,
one of the hypotheses resulting from the comparative metagenomic work performed by Fierer and
colleagues [19] was that abiotic stresses such as those found in hot deserts are more important in
shaping the microbial community than competitivity as shown by a systematically reduced
proportion of antibiotic resistance genes found in such ecosystems. Such extrapolation to sub-
population levels may partly explain why new rhizobial strains identified from the Merzouga
desert are not yet recovered from other less perturbed areas as these may be less competitive as

compared to native rhizobia. Finally, regarding the very low level of nodulation rate in our study,
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and the fact that two among four samples did not resulted in any nodules, suggest that this new
nodulating species might be recovered from other hot deserts only with an important and multisite
trapping scheme.

Analyses of symbiotic marker genes suggest that the new desert Ensifer group identified has

acquired host-determinant genes through horizontal transfer

Isolates belonging to the new Ensifer clade that grouped desert Indian strains (TP6, TW10)
with Moroccan ones (LMR001, LMR006, LMR013) harbored divergent nodC and nifH genes.
This diversity was correlated to the geographical origin of isolates. Such result was not surprising
as symbiotic bacteria were recovered from different hosts (Tephrosia vs Acacia) and additional
studies aiming at defining the host ranges of these desert rhizobia may reveal their classification
into different symbiovars as shown in other species of rhizobia [51]. It is well known that symbiotic
genes are carried by mobile genetic elements, like genomic islands or symbiotic plasmids, that
may allow bacteria to promote nodulation upon acquisition through HGT [21], [38], [42], [47],
[49]. The symbiotic genes from the dominant group identified here were closely related to those
of Ensifer sp. HAMBI 1499, E. kostiensis, and E. arboris strains that were all recovered from
Acacia or Prosopis (sharing the same inoculation group) nodules in Africa suggesting acquisition
through HGT.

The results we presented here raise several questions and notably on the rhizobial mode of
dispersion that may rely on sand storm events which, combined to atmospheric transport could
maintain a flux of microorganisms throughout the world. However, the fact that these bacteria are
recovered uniquely from such stressed environments suggests an adaptation of these strains and/or
a poor competitivity in environments with lower abiotic stress pressure. A possible explanation
could be that for those organisms that are able to sustain in such hot deserts, abiotic stress
adaptation including high soil pH and low moisture may prevail over competitivity whose
determinants may have been lost during evolution. Conversely, analyses of symbiotic markers
suggest that this possible new species is capable to acquire heterologous genetic material through
HGT. However, much work remains to be done to test these hypotheses.

Interestingly, in the frame of a large sequencing project aiming at building a Genomic
Encyclopedia of Archae and Bacteria (GEBA) that will be available through the Integrated
Microbial Genome system [36], the genomes of 100 root nodulating bacteria coordinated by
Professor Wayne Reeves are being sequenced. Interestingly, one of the strains selected was the
Indian isolate Ensifer sp. TW10 that cluster with the dominant genotype identified in the present
study. The TW10 genome has been released [57] and may offer a good basis to study the genomic
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background relative to the adaptive traits explaining why this new group has so far only been
isolated from hot deserts. Finally, this possibly new species may present interest in biotechnology.
Tolerant to salinity, high temperatures and pH, the analysis of symbiotic genes shows that this new
desert rhizobial species are capable of acquiring variable symbiotic genes which opens up the
range of legumes to which it may be associated with in arid and semi-arid areas.
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Figure 1. Maximum-Likelihood phylogenetic tree based on partial recA gene sequences of

rhizobia and nucleotide sequence similarities. (A) Phylogenetic tree based on recA partial gene

sequences showing evolutionary relationships among strains isolated from Merzouga (Blue) or

Thar (Green) deserts, selected south Ethiopian strains (purple) and from recognized rhizobial

species and strains (Black, with Ensifer type strains shown in bold font). The ML tree was

constructed using the Tamura 3-parameter + G + | model. Bootstrap values above 50% (from 1000
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replicates) are shown in red next to nodes. The scale bar indicates the estimated number of
substitutions per site. (B) The % similarity obtained using 375 bp aligned partial recA gene
sequences between the Moroccan strains (shown on the top of the matrix as LMR001 (17) for the
sequence corresponding to the 17 isolates with identical partial 16S rRNA and recA gene
sequences, LMR021, LMR002 and LMR014) and the strains used to infer the ML treefollowing
the same order and color codes are shown. The % similarity between compared sequences are
indicated in the matrix and highlighted with a color code as indicated at the bottom of the matrix
and ID refers to self comparisons. Strains from described Ensifer species are also indicated on the

right of the matrix accordingly. Accession numbers used are shown in table S1.
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Figure 2. Maximum-Likelihood Phylogenetic tree based on the concatenated dnaK-gInA-gltA-
recAgene sequences showing evolutionary relationships among selected desert rhizobial strains
from Merzouga (Blue) or from Thar (Green) and strains from recognized species for which these
4 housekeeping genes are available (Black). The tree was constructed using the GTR + G + |
model. Bootstrap values above 70% (from 1000 replicates) are shown in red next to nodes. The
scale bar indicates the estimated number of substitutions per site. Accession numbers used are

shown in table S1.
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Figure 3. Maximum-Likelihood Phylogenetic trees based on nifH (A) and nodC (B) partial gene
sequences showing evolutionary relationships among selected rhizobial strains recovered from the
Merzouga desert (Blue), the Thar desert (Green), South Ethiopia (Purple) and selected strains
(Black). The tree was constructed using the models GTR + G + | (A) or GTR + G (B). Bootstrap
values above 70% (from 1000 replicates) are shown in red next to nodes. The scale bars indicate

the estimated number of substitutions per site. Accession numbers used are shown in table S2.
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Table 1. Phenotypic characterization of desert bacteria recovered from Acacia nodules

Re-
** ** 1
_ Temperature Salt (NaCl mM) pH nodulatio
Strain n
e 50 60 70
0 100 200 300 400 0 0 0 7 9 test
LMROO 33/37/45/47.5 S o . ++  ++ N
1 + o+ 4+ + o+
LMROO 33/37/45/47.5/5 ++ o4 4 o+ e ++  ++ N
2 0 + + +
LMROO 33/37/45 Tt b 14 44 o+ 4 4. ++  ++ N
3 + + o+
LMROO 33/37/45/47.5/5 ++ T A ++  ++ N
4 0 + + +
LMROO 33/37/45/47.5/5 ++ ++ ++ .o A ++  ++ N
5 0 + + + + +
LMROO 33/37/45/47.5/5 ++ o+ e ++  ++ N
6 0 + + +
LMROO 33/37/45/47.5/5 ++ o4 o o+ ++  ++ N
7 0 + + +
LMROO 33/37/45/47.5/5 ++ ++ ++ ++ ++ 4 ++
++ - - +
8 0 + + + + + + +
LMROO 33/37/45/47.5/5 ++ o+ o+ e ++  ++ N
9 0 + + +
LMRO1 33/37/45/47.5/5 ++ ++ ++ .o - ++  ++ N
0 0 + + + + +
LMRO1 33/37/45/47.5  ++ o4 o4 o+ e ++  ++ N
2 + + o+
LMRO1 33/37/45/475  ++ ++ ++ ++ ++ iy ++ 4+ N
3 + + + o+ 0+ . + 4+
LMRO1 33/37 oo . e ++  ++ ]
4 + + o+
LMRO1 33/37/45/47.5/5 ++ ++ ++ P ++  ++ ]
5 0 + + + + +
LMRO1 33/37 oo . . L ++  ++ N
6 + + o+
LMRO1 33/37/45/47.5  ++ o4 o4 o+ e ++  ++ N
7 + + o+
LMRO1 33/37/45 ++ o+t ++
++ - - +
8 + + + + o+ + o+
LMRO1 33/37/45 oo o+ 4 4 e ++  ++ ]
9 + + 4+
LMRO2 33/37/45/47.5/5 ++ ++ ++ s ++  ++ N
0 0 + + + + +
LMRO02 33/37 oo . . ++  ++ N
1 + + 4+

* Growth was tested at 33 /37 /45/47.5 and 50°C
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** The relative growth of bacteria in YEM medium complemented with salt at concentrations
ranging from 100-700 mM is indicated by the number of "+" ; "+/-" indicates low growth and
no-growth is indicated by "-".

Supplementary data
Title: Recovery of symbiotic nitrogen fixing acacia rhizobia from Merzouga Desert sand
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Supplementary Figure S1
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Figure S1. Estimation of desert rhizobia diversity based on partial 16S rRNA sequence analysis.
(A) Phylogenetic tree based on 16S rDNA partial gene sequences of strains isolated from the
Merzouga desert (blue), the Thar Desert (green) and south Ethiopia (purple) and selected reference
strains (Black). The evolutionary history was inferred using the UPGMA method. Evolutionary
distances were computed using the kimura 2-parameter method and are shown by branch length
as the number of base substitutions per site indicated by the scale (bottom of the tree). Numbers in
brackets refer to number of isolates showing identical partial 16S rDNA sequences. Results from
bootstrap test (with 1000 replicates) are shown as % in red next to nodes when above 50%. (B)
The % similarity obtained using 720 bp aligned partial 16S rDNA sequences between the
Moroccan strains (shown on the top of the matrix) and the strains used to infer the UPGMA tree
(indicated on the right of the matrix and ordered as in the tree) using the same color code are
shown. The % of identical residues between compared sequences are indicated in the matrix and
highlighted with a color code as indicated on the bottom of the matrix and ID refers to self

comparisons.
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Supplementary Figure S2

-

Figure S2. REP-PCR profiles of 17 Moroccan and 2 Indian desert rhizobia showing identical
partial 16s rDNA sequences and more than 97% similarity on partial recA sequences. The names
of the strains are indicated above the photos and their respective REP profiles obtained using
REP 1R-1/REP 2-1 primers are indicated on the photos as white Latin numbers. Smart Ladder
(Eurogentec) was used and is indicated on top of the gel on the corresponding lanes. Finally the
control (last lane on the right of the gels) resulted in no amplification.
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Supplementary Figure S3
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Figure S3. ML tree based on dnaK partial sequences. Maximum-Likelihood Phylogenetic tree
based on dnaK partial gene sequences showing evolutionary relationships among selected desert
rhizobial strains from Merzouga (Blue) or from Thar (Green) and strains from recognized
species (Black). The tree was constructed using the GTR + G model. Bootstrap values above
70% (from 1000 replicates) are shown in red next to nodes. The scale bar indicates the estimated
number of substitutions per site.
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Supplementary Figure S4
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Figure S4. ML tree based on gInA partial sequences. Maximum-Likelihood Phylogenetic tree
based on gInA partial gene sequences showing evolutionary relationships among selected desert
rhizobial strains from Merzouga (Blue) or from Thar (Green) and strains from recognized
species (Black). The tree was constructed using the GTR + G + | model. Bootstrap values above
70% (from 1000 replicates) are shown in red next to nodes. The scale bar indicates the estimated
number of substitutions per site.
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Supplementary Figure S5
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Figure S5. ML tree based on gltA partial sequences. Maximum-Likelihood Phylogenetic tree
based on gltA partial gene sequences showing evolutionary relationships among selected desert
rhizobial strains from Merzouga (Blue) or from Thar (Green) and strains from recognized
species (Black). The tree was constructed using the GTR + G + | model. Bootstrap values above
70% (from 1000 replicates) are shown in red next to nodes. The scale bar indicates the estimated
number of substitutions per site.
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Supplementary table S1. Strains and accessions used for core gene phylogenies
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Supplementary table S1. Strains and accessions used for core gene phylogenies (continued)

63



£00T “[e 32 susaLep VSN *sn2opqounboj ien spuisin sngny ETITTAY 8L0Z8TAY 9E6Z8TNY TTITBINY  6SLIBTINY (,SEEET DDLV=) ,SE6LT O /qni winuaDqoIby
£00T “|e 32 susaLep - ZT9T8TINY LLOZBTAY SE6TBTINY TZIZ8TAY  8SLIBTAY (,8SE6T 2D1¥=) ,0vT D1 4210qOIp0I WIN2PDGOIBY
£002 “|e 32 Susalep - LT9TBTINY 780Z8TAY 0v6Z8TAY 9TTZBIANY  SSESYEAY (,STETT DDLV=) ,0ST O S2uabozIYs WnIGOZIYY
£00T “|& 32 susaliey VSN 1 wnapos wnsid 9TITETINY T80ZSTIAY 6E6Z8TINY STIZ8TNY LSLTSTINY (,¥000T 201v=) ,¥O6YT OW1 wnipsouinbaj winiqoziyy
£002 “[2 13 sussLe 0D1X3IA ‘B ANENH 3P BLIDIS ‘ DAIDGIAY DIUDGSDS 6T9TBTINY 780Z8TAY TY6T8TINY 8TIZIANV 7585704V (,20=) ,¥ST8T DN asuapnony wniqoziyy
£00T “[e 32 sudaLep 2duey “sub|NA snjoasDY PTITBTAY 6L0Z8TAY LEGZBTAY €ZIZ8TANY  SSLIBTAV (,2STH=) |SBEY-Y HuUIpIDI6 Winigoziyy
£002 “|e 32 susaley 2duey ‘sub|NA SNj03SDY STOTSTAY 080Z8TAY 8E6Z8TAY YTIZBIAY  9SLTSTINY (,ds209%=) ,£8€Y-4 wnoypb wnigoziyy
£007 “|e 33 SudaLepy pue|ul4 ‘sYjpjUaLO D63[DD 8TITSTAY £80Z8TAY TY6Z8TAY LTTZBTNY 92219 (,0VS 18INVH=) ,¥TZ9 DN 2062/06 Wwniqozyy
£00T “|e 32 susaLIep ueder ‘ xow aupAlo 959T8TAV 0ZTZ8TAY 6L6T8TINY 8STZRTAV $Z099X (,6VSS dZN=) ,8ET9 O wnojuodof winiqoziyiApoig
£00T “[e 32 susaLep VSN Xow 2upA9 €59T8TINY TSTIEDIY 9L6Z8TNY SSTZTAY  TY6T9EdY (,94VaSN=) ,YET9 DT 11uD¥j2 WniqoziyiApoig
1002 120 susELIEI ureds 1 wnupouo o3> SS9TBTAV 6TTZ8TAY 8/6Z8TNY CSTZBIAY  SULISTY (e nine) gTLT ST WinouBLoIpOW WNIGOZIIOSIYY
£00T “|e 32 Sudane pue|eaz MaN ‘ wnyjofinuaj *1eA SNIDINIJUI0I SNYOT YSOT8TIAY 8TTZSTAV LLETBTNY 9STZBTAV 6TTLIX (,ETTT dZN=) ;STT9 O 10/ WnIqoziyiosay
€107 “1232 Buepm euly) ‘Buoyaq ‘ UIGDUUD) DIUDGSIS £788TOXI SPTPESAr ( E€89Z ON=) ,67£59 NVEID 20/UDgsas Jafisu3
€107 “|e 32 Buem eu1yD ‘Buoyaq * DIfOJIjAI0D D3|DIOS] 90T2Z9N3 6£08T9N3 (,S€897 ON1=) ,ZE£S9 NVEDD 2pajpiosd 1afisu3
2002 “1e 12 PM BuIYD ‘Nedle|d $SI07 * DAIDINAIIS DIMOIIWWINY SY6TTYOA YIOVTT N \YTLTLNVEDD domosdwwny 1afisug
TT0Z “le% N eUIYD ‘19G3H * XDW SUPAID 000000TOLDIY ~ 000000TOLDIY ~ 000000TOLONY  000000TOLDIV  OYS.TT ¥N 17890 VDI 20fos safisuz
€007 “|e 32 OpajoL. 0213 “ds bPDIY 0659V6NY 9SS9V6AV  TSETTHOA €159054V (18922 O1=) |9STI3 N4D wnubduawp safisug
1007 “1e33010(] 031Xa|N * DULISSHSNBUD DIDYY €p6TIYDA  89LSTT UN L0T6Z IGNVH snupdixaw safisuz

$00Z 1232 eluez L ‘ 0ARDS 0600IPIN €659V6INY 6SSIVEINY SLSIVEINY (v69YZ OIN=) SE LS

$00Z 1232 elyez eisiun ‘ wniolfiun wniqojoiAbly 765976V 8SSIVEINY YLSIVEINY (€69t OIAN=) TOYT SHO

00T “|e19 elyyez eisiuny ‘wniojfiun wniqojoiAbly T6S9V6NY LSSIVEINY €LSIV6NY SSTOOSAY (,269Y7 91=) ,00¥T SO
snopuDWDID 1fius3

$00Z 1232 elyez eisiunL ‘snopai snjo7 S6S9VEINY TISIVENY LLSIVEINY (9€£tZ OIN=) OTYT SHO

$00Z 122 elypiez eisiunL ‘ wnioyfjun wniqojouAbiy 9659V6IAY 7959V6NY 8LSIVEINY (1692 OIT=) ¥YT SHO

00T “|e 1 BIYfeZ eIsiuny ‘wnuolfiun wniqojoiAbry V659NV 095976INY 9LSIVEINY ¥STOOSAY (,069¥7 OWT=) ,£L0¥T SYO
snopiunu safisug

Vb Jbup v ulb Va1 VN

S9JUalajay

uisuo

%¥S49quinu uoIssaNy

sulel}s adualajay

Supplementary table S1. Strains and accessions used for core gene phylogenies (continued)
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Supplementary table S2. Strains and accessions used for symbiotic gene phylogenies

*Sequences in bold correspond to new sequence data
8Partial 16S sequencing was first used for genotyping
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Supplementary table S3: description of Merzouga desert sites sampled

Site GPS coordinates Type pH Total N (%)  Total C (%) Assimilable P
(mg/kg)
1 N31°13'48,1"/W 3°58'15,7" Sand dune without vegetation 9,2 <0.02 0,65 5
2 N31°03'06,9"/W 3°59'31,2" Sand dune without vegetation 8,9 <0.02 0,15 8
3 N31°03'36,7"/W 3°59'07,7" Sand dune without vegetation 8,7 <0.02 0,12 5
4 N31°5'42,7"/W 3°57'56,1" Sand dune without vegetation 8,7 <0.02 0,10 3
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Supplementary table S4: Matrix showing estimates of evolutionary divergence between
concatenated recA-gltA-dnaK-gInA sequences

g

i LMG 6217T
Ensifer fredii LMG 8317
Ensifer fredii LMG 6218

Ensifer fredii LMG 6216

s gv. C LMG 20216

14067
Ensifer adhaerens gv. C LMG 20582
E. adhaerens gv. A LMG 9954
E. adhaerens gv. A LMG 10007
E. adhaerens gv. A R-9451

E. adhaerens gv. B R-7457

Rhizobium galicum R-4387T
Rhizobium huautiense LMG 18254
Rhizobium leguminosarum LMG 14904

rium radiobacter LMG 140T

ogenes LMG 1507

terium rubi LMG 17935T
LMROO1
LMR002
LMR00G
LMR008
LMRO13
LMR021
Ensifer sp. JNVU TP§
Ensifer sp. JNVU TP13

Ensifer sp. JNVU RA9

Ensifer sp. TW10

The number of base substitutions per site between compared sequences are shown in the bottom
left of the matrix and the % Identities on the top right of the matrix. The analysis involved 55
aligned nucleotide sequences on 1830 bp (Figure 2). Evolutionary analyses were conducted in
MEGADS using the Kimura 2-parameter model. Strains belonging to the same species according
to the literature are indicated by color codes when present. Strains isolated from Merzouga and
Thar deserts are indicated in bold and black. Estimated evolutionary distances bellow 0.02 base
substitution per site included comparisons between strains belonging to the same species and are
filled up with a background color similar to the corresponding strain. Using this criterion, the
analysis suggests that strains LMR001, LMR006, LMR008, LMRO013, TP6, Ra9 and TW10
belong to a common species. Distances bellow 0.1 base substitution per site are shown in bold
using the color code used for strains (top of the matrix) and indicate close proximity.
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Nous avons utilisé deux especes de Vachellila (V. gummifera et V. ortilis ssp. Radianna) pour
isoler des rhizobioums présents dans les sables de dunes de Merzouga au Maroc. Dans le cadre de
cette étude, une caractérisation phénotypique et phylogénétique a été réalisée. Un type génétique
dominant a été identifié et indique qu’elles appartiennent a une nouvelle espéce (Sakrouhi et al.,
2016). Cette nouvelle espéce est particulierement adaptée aux environnements arides tel que

retrouvé dans le désert marocain chaud.

La souche Ensifer sp. LMRO0O01, a été isolée avec d’autres souches de rhizobiums a partir des dunes
du désert de Merzouga par une technique de piégeage en utilisant deux especes de légumineuses
adaptées aux conditions (semi-) désertiques : Vachellia gummifera et Vachellia tortils ssp.
raddiana. Les échantillons de sable ont été collectés dans le désert de Merzouga et ont été analyses.
L’estimation de la teneur totale en carbone et en azote, du phosphate disponible et du pH de la
dune collectés a 4 endroits différents est faite (voir les données GPS dans I’article, tableau
supplémentaire). L’analyse des sables montre des niveaux de carbone total trés faibles allant de
0,10 a 0,65 % et des niveaux d'azote inférieurs au seuil de détection (< 0,02 %). Les données de la
disponibilité du phosphore montraient des valeurs qui varient entre 3 et 8 mg/kg avec un pH alcalin
de 8,7 a 9. Ces résultats confirment que les sols de ces zones sans couvert végétal sont trés pauvres
et non-fertiles.

Au final, 17 rhizobiums ont ainsi pu étre isolés. L’analyse phylogénétique utilisant les genes de
ménages (dnaK-glnA-gltA-recA) ont montré que tous appartiennent au genre Ensifer
(Sinorhizobium). Les données phylogénétiques montrent que 15 souches partagent le méme groupe
taxonomique et 2 souches sont divergentes. L¢tude phylogénique montre également que les 15
souches partageant le méme clade groupaient avec d’autres souches isolées d’un autre désert mais
en Inde (le désert de Thar). Cette étude suggére que ces souches sont présentes sur plusieurs
continents mais spécifiquement dans des zones arides ou/et sablonneuses. L’analyse
phylogénétique basée sur les genes symbiotiques nodC et nifH a révélé une haute conservation des
séquences ente les souches isolées de Merzouga appartenant au méme génotype dominant et qui
different cependant des isolats indiens qui possedent des genes de ménage quasiment identiques
suggérant 1’acquisition de ces génes symbiotiques par un transfert horizontal de génes entre les
bactéries localement (Sakrouhi et al., 2016). Ces bactéries appartenant probablement a une

nouvelle espece de Ensifer isolée au Maroc a montré
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une grande capacité d’adaptation aux conditions extrémes du désert (Sakrouhi et al., 2016 ). La
bactérie est Gram négatif, aérobies, mobiles et ne produit pas de spores. Les colonies sont
circulaires, 1égérement a trés muqueuses, blanches opaques, convexes et de 1 a 3 mm de diametre
apres 48 h de croissance sur milieu YMA a 30 °C. Elle peut pousser a des températures

particuliérement élevées (pouvant atteindre jusqu’a 47.5 °C), et tolere des pH allant de 6 a 9,5.

Des rhizobiums natifs de sable de désert ont pu étre isolés. Une majorité des souches avec d’autres
souches qui a été isolée d’un autre désert mais en Asie et appartiennent a un nouveau taxon. Les
résultats obtenus a partir des phylogénies basées sur les genes symbiotiques et sur les sequences
des genes conservés suggerent donc que les génes de la symbiose ont été acquis par un échange
local via des transferts latéraux de génes. Les souches isolées sont fortement tolérantes au stress
thermique et salin et au pH alcalin et représentent un nouveau modele de rhizobium adapté au

désert.
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CHAPITRE Il

Etude transcriptomique et analyse fonctionnelle du géne rpoE2 régulateur impliqué dans la

réponse générale au stress chez Ensifer aridi en réponse au stress salin
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Abstract: The recently proposed species Ensifer aridi represents an interesting model to
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study adaptive mechanisms explaining its maintenance under stressful pedo-climatic
conditions. To get insights into functions associated with hyperosmotic stress
adaptation in E. aridi, we first performed RNAseq profiling of cells grown under sub-
lethal stresses applied by permeating (NaCl) and non-permeating (PEG8000) solutes
that were compared to a transcriptome from unstressed bacteria. Then an a priori
approach, consisting of targeted mutagenesis of the gene encoding alternative sigma
factor (rpoE2), involved in the General Stress Response combined with phenotyping and
promoter gfp fusion-based reporter assays of selected genes was carried out to examine
the involvement of rpoE2 in symbiosis and stress response. The majority of motility and
chemotaxis genes were repressed by both stresses. Results also suggest accumulation of
compatible solute trehalose under stress and other metabolisms such as inositol
catabolism or the methionine cycling-generating S-adenosyl methionine appears
strongly induced notably under salt stress. Interestingly, many functions regulated by
salt were shown to favor competitiveness for nodulation in other rhizobia, supporting
a role of stress genes for proper symbiosis’ development and functioning. However,
despite activation of the general stress response and identification of several genes
possibly under its control, our data suggest that rpoE2 was not essential for stress
tolerance and symbiosis’ development, indicating that E. aridi possesses alternative

regulatory mechanisms to adapt and respond to stressful environments.

Keywords: Ensifer aridi; hyperosmotic stress response; alternative Sigma factor; RNAseq

1. Introduction

The rhizobium strain LMR001T (=LMG 314267, =HAMBI 3707") was isolated from
desert sand dune in the Moroccan Merzouga desert [1]. This strain belongs to a new
species within the Ensifer genus (formerly Sinorhizobium) that was proposed to be named
E. aridi as isolates belonging to this new taxon were primarily isolated from arid or semi-
arid environments in Africa, Asia, and America [1-3]. These bacteria are gram-negative,

rod-shaped, motile, fast growing, mucous and develop a symbiotic interaction with

73



diverse legume species able to survive under environmental constraints such as those
found in deserts. More recently, E. aridi strains were recovered in Pakistan from mung
bean grown in soils receiving as little as 12 mm of mean rainfall during the crop season
[4], and strains have also been recovered from Retama monosperma growing in abandoned
lead mine soils in Morocco [5]. The ability to develop the symbiosis with locally growing
legume species was proposed to be due to accessory genome variations among strains,
which most probably result from large plasmid exchanges through horizontal gene
transfer [6].

Studying nitrogen-fixing rhizobia diversity and mechanisms underlying their
adaptive responses to environmental constraints such as drought or saline stresses to
improve the fertility of soils and arid land resilience was raised decades ago [7]. In a
context of climate change, soil degradation, and demographic growth, there is now an
emergency to act and propose solutions, as warned by the latest IPCC report on Climate
change and land, published in August 2019. Capable to utilize a wide range of carbon
sources and to develop the symbiosis with plants adapted to environmental constraints,
Ensifer aridi represents an interesting model to study mechanisms involved in the
adaptation to aridity.

Microorganisms such as rhizobia are adapted to contrasted growth conditions (soil,
rhizosphere, in planta) and may be recovered from contrasted pedo-eco-climatic
environments. They may face oxidative, pH, acid, hyperosmotic, and/or thermal stresses
during their life cycle and have developed numerous mechanisms to thrive. Among
functions associated to environmental stress adaptation, bacteria use various
mechanisms including cell membrane structure and composition modifications [8],
tuning its permeability and transporter activity to ensure proper nutrition and ionic
exchanges. For example, phospholipids and the production of surface polysaccharides
may be induced to prevent water loss and maintain a hydrated microenvironment
around the cell [9-11]. Bacteria may respond by a modification in the transport and/or
the metabolism of several molecules such as potassium ions, sugars, or amino acid

derivatives that may act as compatible solutes to counteract osmotic pressure and/or

74



protect bacteria against intracellular damages notably in rhizobia [12]. Among them,
trehalose,a non-reducing disaccharide, appears promising as it may improve plant stress
tolerance through symbiosis-mediated accumulation [13].Bacteria may also trigger repair
mechanisms to protect their macromolecules against damages by reactive oxygen
species[14]. Finally, several transcription factors are also involved to modulate gene
expression and enable the bacteria to rapidly respond to environmental changes through
specific regulatory pathways.

Indeed, when subjected to environmental stressors, alphaproteobacteria, the
bacterial class to which rhizobia belong, induce a conserved General Stress Response
(GSR) that involves a regulatory system composed of an Extra Cytoplasmic Function
(ECF) sigma factor (o°f¢), an anti-sigma factor (NepR), and an anti-anti sigma factor
(PhyR), whose activity depends on its phosphorylation by the Histidine kinase PhyK [15].
More recently, Lori and colleagues showed the involvement of a single domain response
regulator MrrA as an intermediate between histidine kinases and PhyK, suggesting that
PhyK may act as a phosphotransferase rather than a phosphate kinase [16]. Inducing
molecules interacting with the primary sensors and some regulatory proteins involved
in the GSR regulation remain to be determined. However, the phosphorylation of the
multi-domain alternative two component system protein PhyR leads to its binding to the
anti-sigma factor NepR, which is under normal growth conditions bound to o®F¢, thus
releasing its interaction with RNA polymerase, which triggers GSR [15].

Here, to explore the regulatory response of the new species E. aridi to salt- or water-
induced hyperosmotic stresses, a genome-wide transcriptional study was performed.A
mutant in the Ensifer aridi LMR0O01 o®°f¢ encoding gene (rpoE2) was generated and
studied to evaluate its involvement in the GSR-mediated regulation of salt-induced
osmotic upshift of selected metabolisms’ transport and regulation or to assess the
importance of the GSR to cope with such stress and to develop the symbiosis with

compatible hosts.

2. Materials and Methods
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2.1. Bacterial Growth

The bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table 1. Ensifer
strains and derivatives were cultured in tryptone yeast extract (TY) medium [17] at 28 °C.
Ensifer cultures were routinely started from glycerol stocks upon a primary growth on
TY agar plates. E. coli strains were grown at 37 °C in Luria-Bertani medium [18]. Solid
media contained 2% agar. Gentamycin (Gm, 10 pg mL™?), kanamycin (Km, 50 pg mL™),
ampicillin (Ap, 50 pug mL?), rifampicin (Rif, 100 ug mL™), and 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-beta-D-galactosidase (X-gal, 80 ug mL™) were added to the media for selection as
required.

2.2. Phenotypic Characterization of the ArpoE2 Strain

2.2.1. Plant Nodulation Assay

Seeds of Vachellia tortilis subsp. raddiana and of the endemic Moroccan Vachellia
gummifera[19] were scarified andsurface sterilized in concentrated sulfuric acid (95%)
with agitation for 1 h for V. tortilis and 30 min for V. gummifera and rinsed thoroughly
with sterile water. Seeds were then germinated on water agar plates at 25 °C for 5 days
in the dark. After germination, seedlings were planted in pots containing sand that was
previously sterilized by autoclaving for 1 h at 120 °C. Ensifer aridi LMR001 WT and ArpoE2
were pre-grown in TY medium up to an optical density (OD) 600 nm of 0.7 and then
washed and re-suspended in sterilized water prior to inoculation using 1 mL of washed
cells directly after planting. Six individual plants were inoculated with each rhizobial
strain or sterile water for the negative and positive controls. Plants were incubated in a
growth chamber at 26 °C under a photoperiod of 16 h day and 8 h night and watered
using N-free plant growth BD medium for watering [20] that was supplemented with
KNO:s (3 mM) as a source of nitrogen for the positive controls. After 6 months of growth,
the plants were harvested, and nodule number, plant shoot, and root fresh weights were

recorded.

2.2.2. Motility Assay
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LMRO001 and ArpoE2 were grown at 28 °C in TY broth with shaking at 180 RPM to
an OD (600 nm) of 0.7. After incubation, cells were pelleted, washed twice with sterile
water, and resuspended in 10 volumes of sterile water. Swimming test assays were
performed using 20 mL of TY media that were complemented either with 0, 5.85, or 11.7
g.L! NaCl (generating, respectively, = 0, 0.1, and 0.25 M final NaCl concentrations) and
0.2% agar. Each medium was poured into Petri dishes, upon cooling to 50 °C in a water
bath to avoid water loss by evaporation, and allowed to solidify in a horizontal laminar
flow for 15 min. Finally, aliquots (5 pL) of washed cells were gently dispensed into the
center of the plates and incubated at 28 °C for 5 days and the diameters of motile bacteria
were measured after 2, 3, and 5 days of growth. The average diameter and the standard

deviations from three biological replicates were calculated.

2.2.3. Salinity Tolerance

Ensifer aridi LMRO01 and ArpoE2 derivatives were first grown in liquid TY cultures
up to an OD (600 nm) of 0.7, and 1 mL was used to inoculate 50 mL of liquid TY medium
as well as TY complemented with 14.6, 17.5, or 234 g L' of NaCl (generating,
respectively, 0.25 M, 0.3 M, and 0.4 M final salt concentrations).Cultures were incubated
in a rotary shaker (180 RPM) at 28 °C and the OD (600 nm) was recorded after 4, 8, 24, 48,
120, and 144 h incubation.The mean ODs (600 nm) of three independent cultures were
calculated for both strains and at each time point with their respective standard
deviations.

2.2.4. Sensitivity to Detergent, Acid,and Oxidative Stresses

Sensitivities to oxidative, acid, and detergent stresses induced, respectively, by
H202, HCl, and SDS were compared between the wild-type LMR001 and the ArpoE2
strains. Briefly, 4 mL of bacterial cultures of E. aridi or the ArpoE2 strain (pre-grown to
OD 600 nm = 0.7 in TY liquid medium) were added to 16 mL of soft TY agar containing
0.7% of agar precooled to 45 °C and poured onto TY agar plates. Once solidified, a paper
disc (6-mm diameter) was placed on the plate and 5 uL of H20: (2 M), HCl (5,5 M), or

SDS (10%w/v) was spotted onto it. Plates were incubated at 28 °C for three days prior to
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recording the diameters of the inhibition zones, and the average of three replicates were

averaged.

2.3. RNAseq Analysis and Characterization of Differentially Regulated Genes in
LMRO001 Upon NaCl- or PEG8000-Induced Hyperosmotic Stresses

For the RN Aseq analysis, the method was adapted from previously published work
[21]. Briefly, six biological replicates were first grown in TY medium up to an OD (600
nm) of 0.9 (+/-0.05) in 250 mL Erlenmeyer flasks at 30 °C with 140 rpm. For each replicate,
15 mL were added to an equal volume of pre-warmed TY containing either nothing
(Controls), NaCl at 500 mM (Salt treatment, 250 mM final concentration), or PEG8000 at
24% (W:V) (PEG8000 treatment, 12% final concentration), and were further incubated at
30 °C and 140 rpm. After 2 %2 hours of incubation, which is less than a generation time,
1/10th volume of stop buffer (ethanol containing phenol at a final concentration of 5%)
was added to each culture (6 replicates x 3 treatments) to inhibit RN Ases and centrifuged
4 min at 8000 g and 4 °C. The pellets were snap-frozen in liquid nitrogen and kept in the
freezer at —80 °C until use.

Total RNAs were purified from each replicate and treated with the RiboPure™ kit
(AMBION), which included a DNAse I treatment, according to manufacturer’s
recommendations. RNA extracts from the six replicates were then pooled and subjected
to two successive rounds of rRNA subtractions with Microbe Express™ kit (AMBION),
following manufacturer’s recommendations. Purified mRNAs were sent to Montpellier
Genomix for sequencing. Three libraries corresponding to the three treatments (Control,
Salt, and PEG8000) were prepared, following illumina kit instructions. Briefly, for each
library, 100 ng of mRNA were first fragmented chemically, and reverse transcribed using
random primers and SuperScript II™ to generate first-strand cDNAs. The second strand
was synthesized using DNA polymerase  and RNAse H. The cDNA fragments were then
end-repaired, a single ‘A’ base was added, and adapters were ligated. These products
were enriched by PCR to select for cDNA fragments containing adaptors and to create
the final cDNA library. The efficacy of the library construction was checked in a quality

control step that involved measuring the adapter-cDNA size and concentration on an
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Agilent DNA 1000 chip. Sequencing libraries were denatured with sodium hydroxide
and diluted to 6 pM in hybridization buffer for loading onto a single lane of an Illumina
HiSeq 2000 flowcell V1.5. Cluster formation, primer hybridization, and single-read, 100
sequencing cycles were performed on cBot and HiSeq2000 (Illumina, San Diego, CA,
USA), respectively.

After sequencing, reads that passed the sequencing platform quality filter were
imported into CLC Genomics workbench (V5.5.1) and mapped to the RAST-predicted
genomic objects [6] including putative protein encoding genes (PEGs) (listed in Table S1)
and RNAs from Ensifer aridi LMR001 using 95% of sequence similarity over 70% of read
length. Reads that mapped several PEGs were discarded. Finally, the read table obtained
upon mapping the three libraries onto PEGs were normalized using a LOESS
transformation that appeared to bethe most adapted method, as the PEG8000 treatment
resulted in an enhanced recovery of the least abundant transcripts as compared to the
control or salt treatments (see Results section). Genes showing an average coverage of
50X and more than 2-fold differences between pairwise comparisons were considered as
differentially regulated.

To explore the major changes associated to the transcriptomes, the predicted
proteome of the LMROO01 strain was functionally annotated using COG and KEGG
classifications [22,23]. Differentially regulated genes were then used to estimate major
classes and functions associated to salt- and PEG8000-induced hyperosmotic stresses.

2.4. Real-Time PCR on Selected Genes

The list of genes targeted, as well as primers used for real-time PCR experiments,
are listed in Table 1. LMRO01 was cultivated either in TY or in TY complemented with
NaCl at 250 mM, as described for the RN Aseq experiment. Three biological replicates for
each growth condition were extracted using SV Total RNA Isolation kit (Promega),
following manufacturer’s recommendations. RNA samples were treated with Turbo
DNAse (Applied Biosystems) to remove any DNA contaminant from RNA samples. For
each sample and replicate, 1 pg of total RNA was reverse transcribed with 400 U of Super-
Script II (Invitrogen) and random hexamer primers. The qPCRs were performed on a
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Strategene MXP3005P system using Power SYBER green master mix (Applied
Biosystems). PCR cycling conditions consisted of a primary 10-min incubation at 95 °C,
followed by 40 cycles consisting of 15 s at 95 °C and 30 s at 60 °C. Primer specificity and
efficiencies and the formation of primer dimers were estimated by dissociation curves.
The expression levels of a selection of 12 genes were standardized by using the gene hrcA
as reference. PCR efficiency (E) for each amplicon was calculated using the linear
regression method on the log (fluorescence)-per-cycle-number data using Stratagene
MXpro software. All gJPCRs were performed in two technical replicates using total RNA
isolated from three biological samples so as to assess biological variability. Data for each
sample were expressed relative to the expression levels of hrcA by using the mathematical
model described previously, which determines the relative quantification of a target gene
in comparison to a reference (ref) gene between treatment and control samples [24]. The
relative expression ratio (R) of a target gene is calculated based on efficiency (E) and the
threshold cycle (Ct) of an unknown sample versus a control and expression in
comparison to a reference gene. The average relative quantity for each gene under study
was calculated and log2-transformed. Means and standard deviations of these final log2
ratios were calculated using data from three biological replicates.
2.5. LMROO1 ArpoE2 Mutant Construction

The regions bordering the rpoE2 gene (PEG2539) were first amplified by PCR with
custom-designed primers (see Table 1). The primer pair rpoE2-P2539-A-XI/rpoE2-P2539-
B-HIII was used to amplify a 478 bp sequence located upstream of the rpoE2 gene
including the first 37 bases of the coding sequence. Furthermore, the primer rpoE2-P2539-
B-HIII contained in 5’ a HindlII site as well as 13 bases that were complementary to the
5 end of the primer rpoE2-P2539-C-HIII that was used together with rpoE2-P2539-D-XI
to amplify a 473 sequence of the 3’ region of the rpoE2 gene including the last 77
nucleotides. The PCR was performed using, as templates, genomic DNA extracts from
LMRO001 obtained, following the method reported previously [25], using 10 mL of
bacterial liquid cultures at early stationary phase. First, PCR reactions were performed to
amplify both the 5" and the 3’ flanking regions using the proof-reading enzyme Phusion
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(Thermo-Fischer) and recommended chemistry, except for primers (1 puM final
concentrations for forward and reverse primers). The cycling conditions included a
primary denaturation step of 30 s at 98 °C followed by 35 cycles (98 °C, 10 s/56 °C, 30 s/72
°C, 45 s) and a final elongation step of 7 min at 72 °C. PCR products were purified using
Mlustra™ GFX PCR DNA and Gel Band purification kits (GE Healthcare), following
manufacturer’s recommendations. Then a second PCR reaction was set up, using as
primers and matrix, purified PCR products obtained that contain complementary
sequences, thus enabling priming of the amplification. The 25-uL reactions contained 5
uL of 5X GoTaq buffer (Promega), 1.25 uL of MgCl2 (25 mM), 2.5 pL of ANTP mix (2.5
mM each), 0.125 uL. GoTaq (5 U/uL), 2 uL of each purified PCR products obtained, and
nuclease free water. A primary PCR cycling consisting of a denaturation step of 95 °C for
5 min followed by 5 cycles (95 °C, 30 s/50 °C, 45 s/72 °C, 50 s) and 5 min at 72 °C was
performed so as to generate chimeric DNA molecules consisting of merged 5 and 3’
regions. Then, 15 pL of the mix (3 uLof 5X GoTaq buffer, 0.75 uLof MgCl2 (25 mM), 1.5
uL of ANTP mix, 0.125 pLof GoTaq (5 U/uL), 4 puL of external primers rpoE2-P2539-A-XI
and rpoE2-P2539-D-XLand 1.625 uL of nuclease free water) was added to the PCR
reaction and subjected to the following cycling conditions: a denaturation step of 95 °C
for 5 min followed by 25 cycles (95 °C, 30 s/55 °C, 45 s/72 °C, 50 s) and 5 min at 72 °C. The
PCR product was purified from 1% agar gel using promega Wizard®® SV Gel and PCR
Clean-Up System, following recommended protocol. As a result of the two
amplifications” process, the PCR-amplified and -purified product was cloned as a
fragment into a pGEM-T Easy Vector (Promega kit) and transferred into XL2-Blue Ultra-
competent Cells. The resulting positive clones were selected and the plasmid was
extracted by using the Wizard®® Plus SV Minipreps DNA Purification System, digested
by Xbal enzyme and ligated into suicide vector pJQ200SK [26]. Enzymes were purchased
from Promega.The latter plasmid was used to transform Ensifer aridi LMROO01 cells by
bipartite conjugation method using S17-1 E. coli strains as a donor [27]. Transformants
were selected on TY plates containing Rif and 5% sucrose to allow selection of knockout

clones that had undergone a double cross-over. Double cross-over gene replacement in
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mutants was verified by screening for antibiotic resistant/ sensibility phenotypes (Rif and
Gm, respectively) and also PCR to verify deletion by using specific external and internal

primers.

2.6. Use of Promoter-Gfp Fusions for Transcriptional Analyses in the Wild-Type and
the ArpoE2 Strains

The promoter region of genes involved in the regulation of the le cycle de la
méthionine(nesR, PEG5735; sahR, PEG2239), in the regulation of the GSR (rsiA1, PEG2540;
rsiB1, PEG2541), in the trehalose transport (thuE,PEG6268) metabolism (otsB, PEG4868;
treZ, PEG5323), a glycosyl transferase (PEG4866) located upstream of the otsBA operon
in reverse orientation or the regulation of trehalose transport and endogenous utilization
(thuR, PEG6269), and in the inositol catabolism (iolC, PEG373) and regulation (iolR,
PEG374) was amplified using primers listed in Table 1. PCR products were cleaned up
using illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kits (GE Healthcare). The
purified PCR products were ligated into TOPO®® TA Cloning®® vector (INVITROGEN),
following the manufacturer’s recommendations,and were transferred into E. coli XL2
Blue Ultra-competent Cells. Plasmid DNA was extracted using the Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System kit (Promega), following the manufacturer’s
recommendations. Plasmids containing the promoters were sequenced by Genoscreen
(Lille, France) to verify sequence integrity.Inserts were excised using the restriction
enzyme EcoRI and ligated into a pPROBE NT vector, which allows for transcriptional
fusions with the green fluorescent protein (GFP) encoding gene gfp[28], previously
digested with EcoRI and dephosphorylated. The ligation mix was transferred into
electro-competent E. coli strain S17-1. The selection of clones containing the promoters in
the proper orientation was done by using the forward primers of the promoters with the
primer gfp-Rev50 located in the reverse orientation of the 5" end of the gfp gene,which
results in positive PCR amplification when correct.The pPROBE NT constructs were
transferred into LMRO01 Rif® or ArpoE2 strains by biparental mating. Briefly, Donor 517-
1 cells containing the pPROBE NT derivatives were grown on LB agar containing

Kanamycine (50 pg mL™?) and the recipient cells were grown onto TY Agar containing
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Rifampicine (100 pg mL™?). Half a loop of donor cells and 2-3 loops of recipient cells were
resuspended in separate Eppendorf tubes containing 1 mL of TY medium each to wash
cells from antibiotics. The tubes were mixed by mild vortexing and centrifuged at 7000 g
for 7 min and resuspended in 0.5 mL of fresh TY medium. Then, 100 uL of each of the
donor and the recipient cells were mixed onto fresh TY plates and grown for 2 days at 28
°C. Half loops of cells were then streaked onto a TY agar plate containing the two
antibiotics (Kanamycine and Rifampicine) for selection of transconjugants. Individual
colonies were finally isolated and verified by PCR prior conservation in 20% glycerol at
—-80 °C. When needed, strains carrying the promoter pPROBE constructs were grown on
TY agar plates supplemented with appropriate antibiotics at 28 °C. Using sterile
toothpicks, fresh colonies were transferred to 10 mL liquid TY containing Kanamycine
and grown overnight with shaking at 28 °C. Cells were washed in fresh TY medium and
resuspended in an equal volume of fresh TY medium prior to use in transcriptional
assays. For each transcriptional assay, the same bacterial inocula (70 pL) were used to
inoculate 140 pL TY medium supplemented or not with NaCl (250 mM final
concentration) in 96-well plates. The plates were transferred in a spectrofluorometer
microplate reader (TECAN Infinite M200) set at 28 °C and subjected to the following
cycling conditions. After a preliminary shaking of 900 s using orbital shaking mode with
1-mm amplitude, the mean of three reads of optical density (600 nm) and three reads of
fluorescence levels (excitation filter at 485 nm and emission filter at 535 nm) were
recorded every 30 min for all wells and at least 9 h. The experiment was performed three
times. For the analysis, each plate was treated separately and relative fluorescence values
were recorded as follow. First, the fluorescence data were transformed for each time point
as a percentage of the maximal fluorescence levels observed in the experiment to enable
the comparison between each replicate. The relative fluorescence values were finally
obtained by dividing the normalized fluorescence obtained by the corrected OD600 nm
measures at each time point. Data from the bacterium containing empty vector were
finally subtracted and the means from the three independent repetitions were finally

calculated.
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Table 1. Strains, plasmids, and primers used in the study.

Strains Plasmids I . Source/Refere
. Description/Primer Sequence
Primers nce
Strains
Escherichia coli
strains
XL2 Blue Ultra- endAlsupE44 thi-1 hsdR17 recAl gyrA96 relAl lac [F’ Stratagene
competent Cells ProAB laclgZAM15 Tn10 (Tetr) Amy Camr] g
S17-1 recA [SmRY], thi, pro, RP4-2-Tc:Mu: aph:: Tn7Apir. [27]
Ensifer aridi strains
- - - T — T. _
L MROOLT E;SgTe)r aridi LMRO01" (=LMG 31426"; =HAMBI [1.2]
LMRO01 ArpoE?2 rpoE2 deletion mutant of Ensifer aridi LMR001" This work
Plasmids
i AmpR, pUC origin, Multi Cloning Sites), lacZ gene
PGEM-T Easy fusion, B-lactamase coding region, lac operon sequences. Promega
R R . i .
TOPO vector Km , Amp~, pUC origin, lacZ a-ccdB gene fusion. Invitrogen
poisomerase enzyme
R : . . .
DPROBE NT (pNT) ;cr;réppc))lieBnglerr]eepllcon, Multi Cloning Sites upstream of [28]
GmR, SacB; Ori origin replication, mob region, Multi
PJQ200SK+ Cloning Sites ) P ’ [26]
ONT-sahRp pPROBE NT containing sahR (PEG2239) promoter fused This work
to gfp gene, KmR N
ONT-nesRp pPROBE NT containing nesR (PEG5735) promoter fused This work
to gfp gene, KmR
: PROBE NT containing rsiAl (PEG2540) promoter .
PNT-rsiAlp ?used t0 gfp gene Kng ( )P This work
: PROBE NT containing rsiB1 (PEG2541) promoter .
PNT-rsiBlp ?used t0 gfp gene Kng ( )P This work
ONT-thuEp pPROBE NT containing thuE (PEG6268) promoter fused This work
to gfp gene, KmR N
ONT-0tsBp pPROBE NT containing otsB (PEG4868) promoter fused This work
to gfp gene, KmR N
ONT-treZp pPROBE NT containing treZ (PEG5323) promoter fused This work

PNT-PEG4866p

to gfp gene, KmR
pPROBE NT containing a glycosyl transferase encoding This work
gene (PEG4866) promoter fused to gfp gene, KmR

pPROBE NT containing thuR (PEG6269) promoter fused

PNT-thuRp This work
to gfp gene, KmR

ONT-i0lCp PPROBE NT containing iolC (PEG373) promoter fused This work
to gfp gene, KmR

ONT-i0lRp pPPROBE NT containing iolR (PEG374) promoter fused This work
to gfp gene, KmR

Primers

Targeted gene

primers for gPCR

lolB (PEG370) 5'.CGGGCACACGTCCTCCTATC-3’ This work

Forward
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iolB (PEG370)
Reverse

flgB (PEG666)
Forward

flgB (PEG666)
Reverse

hrcA (PEG397)
Forward

hrcA (PEG397)
Reverse

metK (PEG438)
Forward

metK (PEG438)
Reverse

cheA (PEG646)
Forward

cheA (PEG646)
Reverse

gltA (PEG1564)
Forward

gltA (PEG1564)
Reverse

ahcY (PEG3556)
Forward

ahcY (PEG3556)
Reverse

metH (PEG3206)
Forward

metH (PEG3206)
Reverse

bhMT (PEG1969)
Forward

bhMT (PEG1969)
Reverse

sahR (PEG2239)
Forward

sahR (PEG2239)
Reverse

L11IMT (PEG2189)

Forward

L11IMT (PEG2189)

Reverse
xylF (PEG2505)
Forward
xylF (PEG2505)
Reverse
thuE (PEG6268)
Forward
thuk (PEG6268)
Reverse

5'-CCCTTGGGTACCAGCGTGAC-3’

5'-CCCAGGTGACCGAGGTGAGT-3'

5'-CCCCGCATTGAGCTCGTAGT-3’

5'-ACCAAGGGGATCGCATCGAC-3’

5'-GGCTCGCCGCTTTCCAGATA-3’

5'-CCCAGCCGCTGTCGATCTAT-3'

5'-GGCGAGAGGTCCATCGTCTT-3’

5'-TCCGCTCCGTTTTCGAGTTC-3'

5'-GCAACGGTCCGATCCTCTTC-3'

5'-ATTGCGCTGACGGACGAGTAC-3'

5'-GCGTGATGCCGGAATAGAAG-3'

5'-AAGGGCAACCGCATCATTC-3’

5'-GCTTCGGCAGCACGTAGAC-3’

5'-TGGGAGCTGAAGGGCGTCTA-3'

5'-TCGGTGAAAAGGCGGATGTC-3'

5'-GCGGGTCCGAGATCCACTATT-3'

5'-CGCAGCAGCCTCCGATGAT-3'

5'-ATTTCCGCCTGCGTCAAGAG-3'

5'-CGGCGTTGCGACTGAAATAG-3’

5'-ACAAGGTGAAGGCGGGTGAG-3'

5'-GAGGTCGAGGACGTTGCAGAA-3’

5'-GCTCGGCACCCAGACTGTTT-3’

5'-GGTCTGCACGCCTTCGATCT-3'

5'-GCTCCGGCGCTCTACTATCG-3'

5'-GGCGTTTGCCTGGAAGACA-3’

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work
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Primers for rpoE2
deletion mutant
construction

RPOE2-P2539-A-XI 5'-CCTCTAGACATCGCCTGAGGTCTGAGAT-3' This work
5'-
RPOE2-P2539-B-HIII CGCCCTTCACTTGAAGCTTGCATCTCACGCTTGA This work
ACTCT-3’
RPOE2-P2539-C-HIIl 5'-AAGCTTCAAGTGAAGGGCGAGAAC-3' This work
RPOE2-P2539-D-XI 5'-CCTCTAGATTGACCCATTGCCATTCACG-3' This work
Targeted gene
promoter/Primers
for promoter::gfp
fusion cloning
i0lRp Forward/iolR-1 5-GACTTCCGCGAGGGCTAC-3' This work
iolRp Reverse/iolR-B 5'-TCGGCCTCGACGGAGGGACATCGGTGGTCG-3" This work
i0lCp Forward/iolC-1 5-CTCGCTTTCGGCAAGC-3' This work
iolCp Reverse/iolC-B 5-GGCGACGGCTTGGCCGATCGTGATGATGTC-3' This work
sahRp , , .
Forward/metReg-1 5'-CAATCCGAAGCGGGTG-3 This work
sahRp , , .
Reverse/metReg-B 5-GTTTTCCTTCCTGGCGTTCCTCTGTCACCC-3'  This work
nesRp Forward/nesR-15-GGTTTCCGGGCCTGCAC-3' This work
nesRp Reverse/nesR-B5'-TTAAGCCGCGGCGGTGAACTGGTTCCTGATC-3'This work
rEIALP ForwardirsiAl- 5, - A AGGTAAGGAAGGAATG-3' This work
SIALD ReverselisiAL 5 GAATCGATTGTCCCGCAATCTGTACATTCG-3'  This work
gSBlp ForwardirsiAl- 5, - A ATCGATTGTCCCGCAATCTGTACATTCG-3 This work
risBip Reverse/isiAL- 5 G AAGGTAAGGAAGGAATG-3' This work
otsBp , , .
Forward/peg4866-B 5'-AGCTTATCGAGAGCAATTTGCGCGATCTTC-3" This work
otsBp , , .
Reverse/peg4866-1 5'-CTCGATCATGGAGAGG-3 This work
PEG4866p , , .
Forward/peg4866-1 5'-CTCGATCATGGAGAGG-3 This work
PEGA866p 5'-AGCTTATCGAGAGCAATTTGCGCGATCTTC-3" This work
Reverse/peg4866-B
treZp Forward/treZ-1 5-GAGCTCGGGTTTGATG-3’ This work
treZp Reverse/treZ-B 5-CGAAAGGTTGACCGTCGCTGTCTCTCGCAT-3" This work
thuRp Forward/thuR-15-CTCGAAGGCTCCTCAGC-3' This work
thuRp Reverse/thuR-B 5'-AGCAATTGCAGCGCGAACTCCTTGAGCTTC-3" This work
g‘“Ep Forward/thuR- 5, A cAATTGCAGCGCGAACTCCTTGAGCTTC-3 This work
thuEp Reverse/thuR-1 5'-CTCGAAGGCTCCTCAGC-3' This work
ofp Reverse/gfp- 5, A CATCACCATCTAATTCAAC-3' This work

Rev50

3. Results and Discussion
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To explore the possible mechanisms that Ensifer aridi possibly uses to face
hyperosmotic stresses, a transcriptomic approach was realized using NaCl as a
permeating solute and PEG8000 as a non-permeating solute that, respectively, resulted
in salt- and water-induced osmotic upshifts. To focus on functions associated with these
stresses and disregard mechanisms linked to cell death, mild stresses were triggered
using sublethal concentrations for less than a generation time. First, growth kinetics of
LMRO001 were compared in TY medium containing various concentrations of Salt (NaCl)
and PEG8000. Concentration of 250 mM of salt and 12% (w/v) of PEG8000 were chosen,
as these concentrations reduced the growth of the bacterium without inhibiting its
growth. Indeed, six independent cultures were pre-grown in TY Medium up to an OD
(600 nm) of 0.9. Each pre-culture was further used to inoculate an equal volume of either
TY or TY complemented with Salt 0.5 M (0.25 M final concentration) or with PEG8000
24%w/v (12% final concentration).After 2 2 hours of incubation, the mean OD (600 nm)
of the control rose from 0.52 to 0.94 (AOD = 0.42), which was significantly higher than the
AOD obtained in media containing salt and PEG8000 (-10% in PEG8000 growth medium
and —40% in salt containing medium; p-values < 0.05, Student Test), confirming that
bacteria were subjected to a mild stress that did not inhibit totally their growth.

All cultures were subjected to a total RNA extraction and purified RNAs were
pooled according to the treatments prior to rRNA subtractions. Finally, enriched mRNA
samples from controls (TY), salt-stressed bacteria (250 mM NacCl), or Water-stressed
bacteria (12% PEG8000) were sent for sequencing at the Montpellier MGX sequencing
platform.Sequencing consisted of 100 cycles on Hiseq2000 that generated, respectively,
109.95-, 95.17-, and 105.89-million sequence reads of 100 bp (>31 Gb). For each library, the
reads were mapped to the LMR001 RAST Predicted Encoding Genes (PEGs) and rRNAs
as well as the spike phiX using CLC genomics Workbench (see Materials and Methods
for parameters used). Results of the sequencing and mapping are shown in Figure S1.
Even though the number of reads that mapped to rRNAs were high (55.39, 35.1, and 39.23
million reads for control, salt, and PEG libraries, respectively), the procedure enabled us

to recover significant numbers of reads that mapped to LMR001-predicted encoding gene
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sequences (respectively 34.91, 35.12, and 42.79 million reads). If we consider that 95% of
the RNAs in cells are corresponding to ribosomal RNAs, while only 5% are mRNAs, the
rRNA subtraction procedure enabled the removal of 91.6%, 94.7%, and 95.2% of rRNAs
(respectively, for the libraries TY, TY + 250 mM salt, and TY + 12% PEG8000).These rates
are comparable to those obtained in Mesorhizobium([21] and indicate that the procedure is
also well suited to Ensifer aridi.

Scatter plots showing distributions of reads obtained upon mapping on LMRO001
PEGs in control (X Axis) as a function of salt or PEG8000 treatments (Y Axes) (Figure
S2A,B, respectively) or M-A plots (showing the logarithmic values of mean read numbers
for control and salt or control and PEGS8000, as a function of the log? ratios (Figure S2C
and S2D, respectively)) indicated that while salt and control showed rather centered
distributions, the sample PEG8000 returned a strong bias for lowly expressed transcripts
that were over-represented in this library as compared with control and salt libraries.
This bias may result from the presence of PEG8000 remaining in pelleted cells as these
molecules favor precipitation of nucleic acids [29,30]. To estimate whether the presence
of PEG8000 in the samples also influenced the recovery of particular size fractions of the
RNAs, we compared the relative abundances of read counts in the three libraries upon
normalization to the total read numbers mapped to PEGs for all predicted genes and
ordering based on PEG size, their mean sequencing coverage (obtained from the three
libraries), and, finally, by predicted gene order, which is independent of size or coverage.
Figure S3shows the relative abundances of reads obtained in the three libraries (Y axis)
for all genes upon ordering, as described above (X axes), as a piled 100% Surface area
graphics. The comparison of profiles confirmed that only a bias toward predicted genes
lowly transcribed was found. These results clearly show that the PEG8000 facilitated the
recovery of rare transcripts using the method used here, and that this enrichment was
higher as the coverage was lowering (Figure S3B).

Furthermore, box plots showing the distributions of raw read counts (as log values)
in the three libraries also indicated differences in sequencing medians and quartile values

(Figure S2E). To normalize for differences in sequencing depth between the three libraries

88



and obtain statistics on differentially regulated genes without multiple replicates, DESeq
can be used [31]. However, given the strong bias obtained from the PEG8000 library that
generates incomparable expression levels for the genes that are the least transcribed, we
could not use this package, and lack statistics from the RNAseq data. In order to
normalize for the bias related to lowly expressed genes’ enrichment in the PEG8000
library and for the sequencing depth differences in the three libraries,we performed
locally estimated scatter plot smoothing (LOESS) using a window of 0.1 (Log read counts)
for both comparisons, Control vs. Salt or PEG8000. This normalization step enabled us to
retrieve expected read counts from all three libraries and to obtain the relative
abundances of each gene in the three libraries. As expected, distributions of normalized
data presented more centered distributions (Figure S2F-J, Figure S3D-F) even though a
slight bias for the least transcribed genes remained visible for genes whose coverage was
below 30X mean coverage (Figure S3E). To support the RN Aseq data, a selection of genes
was analyzed by RT-qPCR using fresh bacterial cultures.

The relative expression of 12 genes showing contrasting expressions levels upon salt
stress was monitored using hcrA as normalizer by qPCR assays on samples obtained from
three independent samples.This analysis indicated a good correlation with RNAseq data
(R2 = 0.917) (Figure S4), whichconfirms that RN Aseq data can be used to explore the
major changes associated with stress understudy, even though qPCR data indicated
lower differential expressions as compared to RNAseq, the latter representinga direct
measure of transcript levels.

To explore functions associated to salt- and water-induced hyperosmotic stresses,
predicted genes showing 50X of mean coverage between two compared treatments (Salt
vs. Control or PEG8000 vs. Control) and presenting fold changes of 2 or greater were first
selected. Analyses of COGs and KEGG orthologous assignation of differentially
regulated genes enabled us to estimate major metabolic and cellular functional changes
associated to stresses.Table S1 shows the entire list of LMRO0O1-predicted encoding genes
(PEGs), their predicted annotations (RAST-SEED based, COG classification, and KEGG

orthology), and RNAseq data.
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Globally, we found that salt stress induced a stronger transcriptional response as
compared to PEG8000. Addition of salt in the medium triggered an induction of 473 PEGs
and a repression of 708 PEGs, of which 331 and 549, respectively, were classified into at
least one COG class. In the PEG8000 treatment, only 75 PEGs presented more than 50 x
mean coverage and a 2-fold induction, and 237 were repressed, of which, 67 and 122,
respectively, were assigned to COG classes. This difference may result from a stronger
stress induced by the short-term exposure to salt, as shown by the higher impact salt had
on delta growth after 2 %2 h of incubation. It could also possibly be due to distinct global
responses induced by the two solutes used to induce osmotic upshifts already shown to
be partially conserved in Sphingomonas[32].

The distribution of COGs recovered from regulated genes in relation to the total
number of COGs in each class is shown in Figure 1. Besides an upregulation of
approximately 30% of genes involved in translation ribosomal structure and biogenesis
encoding, for example, ribosomal proteins, we found that a majority of genes involved in
chemotaxis and motility were repressed by both stresses. Indeed, nearly 60% of genes

with COG assigned to that class were repressed upon stress.
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Figure 1. COG-based functional classification of genes regulated (>50X mean
coverage and a minimum of 2-fold change) upon salt (A) or PEG8000 (B)
treatments. The horizontal bars represent the % of genes regulated in the
corresponding COG Class and, for each bar, the relative proportion of genes that
are up- or down-regulated is shown in green and red, respectively. The COG
class description and processes to which they belong are shown on the left of
graphs.

Hyperosmotic stresses have already been shown to repress motility gene
transcription in many bacteria [32-36] including rhizobia [37]. Interestingly the
repression of motility is often associated to an induction of genes involved in the
synthesis of biofilm components such as surface polysaccharides or proteins [32,35,38,39].

The regulation of motility genes and surface components have been studied in
Ensifer meliloti and several transcriptional regulators have been characterized. Regulators
such as CbrA, VisN/VisR, and Rem alter the regulation of many genes involved in
motility or surface components [40,41], which were shown to be modulated by the
ExpR/Sinl quorum-sensing system [42], emphasizing the complexity of the regulatory
circuits involved. Fine-tuning regulation of motility and cell surface components is of
particular importance for bacteria, notably, host-associated ones such as rhizobia that

have to adapt to contrasted environments (soil-rhizosphere-nodule) [43]. Among genes
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that were repressed by the osmotic upshift, VisR/VisN- and Rem-predicted encoding
genes (respectively, PEG655/PEG654 and PEG688) were identified. This may explain the
downstream down-regulation of motility genes identified here; even though the
repression was less marked under PEG80000 condition; with notably visR and visN that
were less than 2-fold repressed as compared to the control (see Table S1). Even though
the design did not enable us to obtain statistical significance on the RNAseq dataset, we
also found several genes involved in exopolysaccharides to be induced upon salt stress
(exoQ, exoF, exoY exoH, ex0oO, and exoN, respectively, PEG5904-5906, PEG5914, PEG5919,
and PEG5920), supporting a possible developmental switch, as shown in S. meliloti[40].
Among the metabolic pathways known to respond to hyperosmotic stresses, we
found that two trehalose denovo biosynthesis pathways were induced. The genes
encoding for Alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase (0ofsA, PEG4869) and the
Trehalose-6-phosphate phosphatase (otsB, PEG4868) that converts UDP glucose and
glucose 6P into trehalose by two successive reactions were induced more strongly under
salt stress (fold changes of 3.7 and 5.2, respectively) than upon PEG8000-induced
hyperosmotic stresses (fold changes of 2 and 1.6, respectively). The second pathway that
converts maltodextrin to trehalose by a Malto-oligosyltrehalose synthase (treY, PEG5229)
and a Malto-oligosyltrehalose trehalohydrolase (treZ, PEG5323) appeared, in contrast,
more induced under PEG treatment with respective foldchanges of 4.9 and 4.3 when
these were induced 1.8 and 3.4 times by salt. We also found a strong repression of the
trehalose ABC-type import system thuEFGK (PEG6268, 6266, 6265, and 6264) and the
trehalose utilization genes thuAB (PEG6263 and 6262), which showed from 9- to 20-fold
reduction in expression levels upon salt exposure. These genes were also repressed upon
PEG8000 exposure but to a lesser extent (fold changes ranging from 1.5 to 2.7). The
induction of trehalose de novo synthesis upon osmotic upshift has been documented in
many bacteria, including rhizobia [12,44—46]. Ensifer aridi most probably also uses this
common non-reducing disaccharide upon osmotic upshift. However, in Ensifer aridi
LMRO001, we found that the ABC-type transport system encoded by thuEFGK as well as

trehalose catabolic genes thuAB[47,48]was strongly repressed, while thuE, thuG, and thuA
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genes were found induced upon osmotic upshift in Ensifer meliloti[37].This difference
may result from different growth media used and, notably, the presence of trehalose in
the medium that appears to induce both the thuEFGK and thuAB genes [47,48].
Interestingly, a repression of the trehalose utilization genes combined with an
upregulation of trehalose denovo synthesis should result in increased intracellular
trehalose levels that may favor rapid osmo-adaptation to stressful conditions.
Interestingly, S. meliloti mutants in the thuAB genes improved the efficiency of nodulation
and, more precisely, the early root hair IT-infection competitiveness [48], which may,
however, depend on the host genotype [49]. Symbiotic bacteria that are prone to trehalose
biosynthesis such as E. aridi may provide advantageous adaptation to plants under
abiotic stresses [13].

Among metabolisms that were altered by the salt stress, we found a large locus
(PEG2271—PEG2284) shown to be involved in erythritol, adonitol, and L-arabitol
transport and catabolism [50]. Predicted genes eryA (PEG2278) and eryB (PEG2275)
showed reduced transcription (respectively, 6.7- and 3.7-fold repression) upon salt
exposure, while eryC (PEG2271) presented a 2.2-fold repression but a 30X mean coverage.
The operon predicted to encode erythritol ABC-type transport system (PEG2283-2279)
located just upstream of the catabolic genes was even more strongly repressed by salt
(9.5-24-fold repression) when the predicted erythritol transcriptional repressor gene eryD
(PEG2284) presented a 10-fold repression, which was surprising, as we would expect an
induction. Erythritol transport and catabolism was found to be important for nodule
occupancy in Rhizobium lequminosarum[51] but not in Sinorhizobium meliloti, as shown by
competitiveness the Triose Phosphate isomerase tpiB mutant that cannot utilize erythritol
[52]. Given that the erythritol catabolic genes are induced by the presence of erythritol,
the repression observed could be due to an increased and rapid utilization of this polyol
under salt stress, leading to reduced external erythritol concentration that may also
explain the strong repression observed for thuEFGK and thuAB genes. Other possible
explanations may be the involvement of additional transcriptional regulators involved,

such as a putative EryR homolog (PEG2270) that was, however, not regulated in the
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present study or, finally, a possible alternative utilization of an intermediary product of
the erythritol catabolism suggested to be involved in its regulation [53].

In contrast to erythritol, inositol transport and metabolism were strongly induced
by salt. First a myo-inositol ABC transport system (PEG5305-5307) showed 4.8- to 8.1-fold
induction upon salt exposure, as compared to the control treatment. Furthermore, genes
encoding 2 myo inositol-2 dehydrogenases idhA (PEG2503) and iol Y (PEG375) that covert,
respectively, D-chiro inositol and scyllo-inositol into 2-keto myo-inositol presented salt
inductions (respectively, 6.7- and 1.8-fold changes). The genes iolE (PEG371), iolD
(PEG372), iolB (PEG370), and iolC (PEG373) that are involved in the successive conversion
of 2-keto-myo-inositol into 3-D-trihydroxycyclohexane-1,2-dione, 5-deoxy-glucuronic
acid, 2-deoxy-5-keto-D-gluconic acid, and 2-deoxy-5-keto-D-gluconic acid 6-phosphate
(DKGP) showed 3.6- to 5.6-fold inductions in the salt treatment, as compared to control.
These results support active inositol import and catabolism in salt-treated cells that are
under the control of the predicted transcriptional repressor IolR (PEG374). Again, i0lR
was surprisingly also up-regulated by salt with a 2.2-fold induction.It was shown that 2
deoxy 5 keto D gluconic acid 6 P (DKGP), a key product of inositol catabolism,
participates in the regulation of many genes involved in this metabolism by interacting
with the repressor IolR through competitive binding [54,55], suggesting accumulation of
this intermediate product. Interestingly, mutations in genes involved the catabolism of
myo-inositol, such as idhA, were shown to negatively impact symbiosis development
and, particularly, competitiveness for nodule occupancy with their host plants, as shown
inS. meliloti[56], S. fredii[57], and Rhizobium leguminosarum bv. viciae[58], which suggest
involvement of inositol derivatives for proper symbiosis establishment and functioning.
The induction of inositol catabolism, together with potential trehalose accumulation, as
evidenced by trehalose metabolic and transport genes” expression levels found here upon
salt stress together with their respective involvement in symbiosis establishment, further
supports a role of such stress-responsive genes in improving symbiosis establishment

and functioning [59,60].
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We also found an induction by salt stress exposure of genes involved in the
méthioninecycle. It included the adenosyl homocysteinase ahcY (PE3356, 11.4-fold
induction) that converts S-adenosyl-L-homocysteine (SAH) into homocysteine that is, in
turn, converted to methionine, either from glycine betaine by a betaine--homocysteine S-
methyltransferase BHMT (PEG1969, 18.5-fold induction) or from a sequential conversion
of5, 10-methylene tetrahydrofolate by a reductase encoded by metF (PEG2238, 4.6-fold
induction) to methyl tetrahydrofolate that is converted with homocysteine as substrate
into méthionineand tetrahydrofolate with a 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine
methyltransferase by metH (PEG3206, 6.7-fold induction). Finally, we found a strong
induction (20.5-fold induction by salt) of the S-adenosylméthionine(SAM) synthetase-
encoding gene metK (PEG438) that converts méthionineinto SAM, a universal methyl
donor used as cofactor in methyl transferase reactions involved in methylation of nucleic
acids and protein or in secondary metabolite biosynthesis such as polyamines.
Furthermore, two transcriptional factors previously shown to regulate the le cycle de la
méthioninewere also found differentially regulated. The LuxR-type solo nesR gene
(PEG5735), shown to affect the le cycle de la méthionineby Patankar and Gonzalez [61],
presented a 2-fold induction upon salt stress, while the sahR gene encoding an ArsR-type
transcriptional regulator was found 9 times more expressed in the salt condition. SahR
was shown to activate several genes of the méthioninecycle, including itself upon biding
to a SAH, which releases its binding from their promoter, thus enabling their
transcriptional activation [62]. An active le cycle de la méthioninewas shown to be
important for osmoprotection in several rhizobia including S. fredii[63] or in S
meliloti[19,61]. Interestingly, a mutation in metH, part of the main pathway for
méthioninesynthesis in S. meliloti strain 102F34, or nesR in Rm2011 reduced
competitiveness for nodule occupancy when the mutants were challenged to the wild
type [19,61]. Such observation was also observed in a metZ mutant of R. etli impaired for
méthioninebiosynthesis when inoculated to P. vulgaris[64]. Furthermore, a cobO mutant,
incapable to biosynthesize the vitamin B12 necessary for MetH-mediated

méthioninebiosynthesis in S. fredii HH103, was severely affected in nodulation.
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Altogether, these data support a role of the méthioninein nodulation competitiveness in
the rhizobium legume symbiosis and, again, further suggest a possible improvement of
symbiosis performance by rhizobial stress-response genes [60].

Salt stress also induced the transcription of the alternative extracytoplasmic
function sigma factor rpoE2 (PEG2539), as well as the anti-sigma factor gene rsiA1, a nepR
homolog (PEG2540), and rsiB1, a phyR homolog (PEG2541), that were at least induced by
3 folds.This result indicates that the General Stress Response (GSR) was activated in
Ensifer aridi, as already shown in other alphaproteobacteria [65].The effects of mutations
in these genes have been studied in various organisms including rhizobial genera, such
as Bradyrhizobium[66,67],Sinorhizobium[68,69], or Rhizobium[70], and have shown their
involvement as master regulators of the stress response, which may also be found in
Ensifer aridi. Other regulatory systems have been evidenced, such as the lovK-LovR Two-
Component System in Caulobacter[71] or in S. meliloti, in which homologs of the rsiA1 and
rsiB1 (anti-sigma and anti-anti-sigma factors, respectively) have recently been shown to
modulate rpoE2 regulation [68]. This shows that the stress response is complex and finely
tuned, which is not surprising, as bacteria have to cope with different but sometimes
combined stresses, which may utilize common molecular mechanisms depending on the
stress. It is interesting to note that we also found homologs of rsiA1 and rsiB1, named,
respectively, rsiA2 (PEG753) and rsiB2 (PEG752), in our strain, which may act similarly
as shown for S. meliloti. However, our transcriptomic data showed that the stresses
applied here did not affect their transcriptional status, which remained unchanged.
Additional studies are required to decipher their regulatory functions. Surprisingly,
while bradyrhizobia mutated in genes responsible for the alternative extracytoplasmic
function, sigma factor functioning showed strong symbiosis development deficiencies
[66,67], symbiosis development and functioning was not impaired by such mutations in
Sinorhizobium meliloti[69,72] or Rhizobium etli[70]. Interestingly,Lang and colleagues [72]
demonstrated that the absence of such symbiosis deficiency in S. meliloti was not due to
extracytoplasmic function sigma factors (ecfG) redundancy. They obtained similar

symbiosis phenotypes when all ecfG were mutated and compared to the wild-type strain.
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Regarding the responses of ecfG mutants to stresses, studies on S. meliloti showed
contrasting results. In a primary study, Sauviac and colleagues [69] showed that rpoE2
mutants did not present phenotypic differences with the wild type upon various stresses
(heat, salt, acidic pH, or H202) in both exponential and stationary growth phases. Later,
Flechard and colleagues [45,73] showed that a rpoE2 mutant in a stationary growth phase
was sensitive to hydrogen peroxide and hyperosmotic stresses. More recently, Lang and
colleagues confirmed Sauviac’s results as no or subtle differences were found in the rpoE2
mutant or a mutant lacking all ECF-like genes, which is surprising, as many stress-
responsive genes were identified in the RpoE2 regulon [69,72]. These differences may
result from distinct mutation procedures and/or media used in these studies, which
included, for example, a deletion of the anti-sigma factors in the study by Lang and
colleagues [72]. In Bradyrhizobium, such mutations increased sensitivity of B. japonicum to
heat shock and desiccation [66]. Furthermore, recent work on B. diazoefficiens showed that
ecfG mutation resulted in increased sensitivity to various stresses including
hyperosmotic and ionic stresses [74]. More interestingly, in both Bradyrhzobium
diazoefficiens and Sinorhizobium meliloti, a rpoE2 mutation was shown to repress trehalose
6 Phosphate pathway, which was involved in hyperosmotic stresses’ tolerance [45] and
was sufficient to impair early symbiotic development in the more sensitive B.
diazoefficiensspecies [74], further supporting that trehalose is a key compatible solute for
Bradyrhizobium stress adaptation and nodulation, as shown in B. japonicum[46]. The
absence of a symbiotic phenotype observed in the rpoE2 mutant of S. meliloti may result
from a high tolerance to hyperosmotic stress in this species as compared to the
Bradyrhizobium species. Such stress may be encountered, notably, in infection threads,
which is supported by the restoration of symbiosis by addition of exogenous trehalose in
B. diazoefficiens AotsA strain still capable to import it or in a strain capable to endogenously
synthesize other compatible osmoprotectants [74]. To explore the function of RpoE2 and
its possible role in the regulation of several functions shown to be transcriptionally

regulated by salt stress as well as in the tolerance of the LMRO001 bacterium to various
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stresses and symbiosis development, a deletion mutant of the rpoE2 gene (ArpoE2) was
generated and phenotypically characterized.

First, the growth of ArpoE2 was compared to that of LMR0O0OI in TY medium
complemented with salt at 250, 300, and 400 mM final concentrations (Figure 2A).We
found that, even though the WT strain reached the stationary phase earlier in TY medium
containing 250 mM of NaCl as compared to ArpoE2, both strains reached comparable
optical densities after 120 h of incubation. Secondly, when we looked at the motility of
the two strains, while we found a significant reduction of motility for the two strains
upon addition of salt at both concentrations tested (0.1 and 0.25 M), which corroborates
transcriptional data observed by RNAseq, no clear differences were observed between
the two strains (Figure 2B). Sensitivities of the two strains to detergent, oxidative, and
acid stresses were estimated by the inhibitory growth diameter induced by the diffusion
in the agar medium of 5 pL. concentrated SDS, H20», or HCI that were spotted on small
paper discs placed in the center of soft agar plates previously inoculated with the strains
(see Materials and Methods). The concentration of these molecules decreased as they
diffused away from the discs imbibed with the reagents. A measure of the growth
inhibition diameter, thus, enabled us to compare tolerance of the strains. We did not find
any difference between the wild-type and the ArpoE2 strains (Figure 2C), suggesting that
the rpoE2 mutation did not alter cell membrane stability under such stresses. Finally, both
the LMRO01 and ArpoE2strains developed the symbiosis with the tree species V.
gummifera and V. tortilis and there were no significant differences associated to plant
weights or nodulation (Table 2). These results show that the ECF sigma factor RpoE2 is
not essential for motility, symbiosis development, and tolerance to the stresses tested,
suggesting that other functions and/or regulators are involved in these processes, as

suggested in Sinorhizobium meliloti[69,72].
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Figure 2. Effect of the rpoE2 mutation on stress tolerance and motility of LMRO0O1.
Ensifer aridi LMR001 (WT) and the LMROO01 rpoE2 deletion mutant (ArpoE2) growths
were compared in liquid TY medium complemented with 0, 0.1, 0.25, 0.3, or 0.4 M of
NaCl (A). Their motility was assessed in semi-solid TY complemented with salt at 0,
0.1, or 0.25 M by measurement of the diameter of the swimming colonies after 2, 3, or
5 days of incubation (B). Finally, the diameters of the growth inhibition zones were
compared for the two strains inoculated in top agar plates, to the center of which
patches imbued with 5 pL of SDS (10%w/v), H20: (5.5 M), or HCI (2 M) were placed
(©).

Table 2. Effect of the rpoE2 mutation on symbiosis development with Vachellia.

Shoot Weight (g) Root Weight (g) Nodule Number
Plant/Treatment Mean Standard Deviation Mean Standard Deviation Mean Standard Deviation
Vachellia gummifera
LMR0O0O1 WT 2.27 0.21 0.90 0.09 33 3.22
LMROO01 ArpoE2 2.33 0.37 1.03 0.19 35.67 5.24
Positive Control  3.13 0.10 2.83 0.26 0
Negative Control  1.37 0.14 1.07 0.10 0
Vachellia tortilis
LMR0O0O1 WT 2.72 0.09 0.83 0.05 39 1.79
LMRO01 ArpoE2 2.16 0.21 1.08 0.15 38 3.94
Positive Control 3.73 0.58 2.33 0.26 0
Negative Control  1.83 0.14 1.10 0.09 0

We further explored the involvement of the extra cytoplasmic function sigma factor
in the transcriptional regulation of genes involved in the inositol catabolism (i0/C and
ioIR), le cycle de la méthionineregulation (nesR and sahR), trehalose transport, and
metabolism (thuR, thuE, otsB, and treZ) including a glycosyl transferase (PEG4866)

located upstream of the otsBA operon in reverse orientation or in the regulation of the
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GSR (rsiAl, rsiB1). Their promoter regions were fused in front of the reporter gene
encoding GFP in a mobilizable vector, and resulting constructions were further
transferred into LMRO01 and ArpoE2. Both strains containing the pPROBE derivatives
were then grown either in TY medium or in TY complemented with NaCl at a final
concentration of 250 mM in 96-microtiter plates and fluorescence with the optical density
(600 nm) and were recorded every half hour.

Figure 3 shows the relative expression levels of the GFP under the control of selected
promoters recorded every 30 min for 9 h. The relative expression of the GFP varied with
the promoter and, for some of them, with the strain. The approach did not allow us to
detect differences between salt and control growth conditions for a strain that would
require less stable GFP and a more sensitive approach to detect early response to
hyperosmotic stress. However, the methodology enabled us to identify transcriptional
changes resulting from the mutation. We found that the mutation resulted in an increased
transcription of four genes, while it reduced the expression of three genes. An increased
transcription of otsB was obtained in the ArpoE2 strain, indicating that RpoE2-mediated
GSR in E. aridi involves the T6P pathway, as shown in S. meliloti[45] or in B.
diazoefficiens[74]. We also found that forrsiAl, the anti-sigma factor that is located
upstream of and overlaps the 5" end of the rpoE2 gene forming an operon was less
expressed in the mutant, which suggests, again, that, as shown in other
alphaproteobacteria [65], rpoE2 is autoregulated in E. aridi. Given the high similarities,
both in terms of syntheny and sequence between S. meliloti and E. aridi for many genes
discussed here (for example, 97.8% similarity for RpoE2), we tested whether the same
promoter motif GGAACN16.17CGTT that likely represents the -35 and —10 elements of the
RpoE2 responsive genes [69,72] could be found in the target promoter sequences of E.
aridi genes studied here. This motif was found upstream of rsiA1 and rsiB1, supporting a
conserved RpoE2-mediated regulatory mechanism. It was also found twice in the
promoter region of the treZ gene, whose transcription was, however, not found
significantly different when comparing the WT and ArpoE2 strains,and in the range of

background values.Regarding the otsB promoter region, we found two motifs that were
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close to the consensus sequence: (GGAACN17CGAT and AGAACN17CGAT). Finally, one
motif with three nucleotide differences as compared to the consensus sequence was
found in front of the thuR gene (GGAAANwAGAT). However, the involvement of these
regions requires additional work to assess whether these are directly regulated by RpoE2
and to exclude the possibility that a hidden mutation resulting from the mutagenesis
impacted our data. Surprisingly, the most severe transcriptional repression resulting
from the mutation was found for thuR, encoding a HTH DNA-Binding Lacl-type
repressor showing homologies to agIR that may be involved in transport and utilization
of trehalose through thuEFGK and thuAB expression [47,48]. It is interesting to note the
presence ofthuR consensus sequence motifs found among rhizobiales upstream of these
operons in LMRO001 as well as in front of agIR and aglEFGAK that share partially their
motifs [75], which may, however, explain cross-regulation of these transport systems by
agIR[47]. Given (1) ThuR homology to AgIR, (2) the trehalose transport specificity
observed of ThuE, ThuF, ThuG, andThuK, shown by Jensen and colleagues, and (3)
evolutionary and comparative analyses within rhizobiales of Lacl-family transcription
factors that predicts ThuR as a regulator of two operons (thuEFGKAB involved in
trehalose transport and utilization as well as thuR) [47,75], our data further support that
ThuR is also autoregulated and involved in the regulation of transport and utilization of
trehalose in E. aridi. Nevertheless, additional work is required to characterize the
regulatory pathways involved and, notably, whether thuR is directly or indirectly

regulated by RpoE2
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Figure 3. Effect of the rpoE2 mutation on transcriptional activity of selected
genes.The histograms show the relative expression (see Materials and Methods)
of gfp under the control of promoters from selected genes mobilized in wild-type
Ensifer aridi LMRO01 (WT) or the ArpoE2 derivative (A) strains grown in TY
medium containing salt (NaCl at 250 mM) or not (+/-), as indicated at the bottom
of the figure. Relative expressions were recorded every 30 min for 9 h and are
shown by gray bars of increasing darkness with time (colors indicated on the top
left of the figure).

Among genes whose transcriptional activities were increased by the mutation, we
found thuE, which may result from the thuR repression in the ArpoE2 strain. Interestingly,
the glycosyl transferase (PEG4866) located upstream of the otsBA operon in reverse
orientation also showed an increased transcriptional activity in ArpoE2, which may
suggest RpoE2-mediated repression in the wild-type strain. Surprisingly, i0lC and sahR
genes involved, respectively, in the catabolism of myo-inositol and the regulation of the
le cycle de la méthioninewere also found more expressed in ArpoE2 background while

they were found induced upon salt stress in the wild-type LMRO001 strain. Whether these
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inductions result from a direct RpoE2-mediated repression remains to be addressed, but
our data suggest a complex stress response in E. aridi, which involves RpoE2 that can,

nevertheless, be complemented.

4. Conclusions

To explore the mechanisms by which Ensifer aridi LMR001 copes with hyperosmotic
stresses, 31 Gb of sequence data were generated by three RNAseq libraries constructed
from cells grown either in control medium or upon addition of the permeating solute
NaCl at 250 mM or the non-permeating solute PEG8000 at 12%w/v. As shown in other
bacteria, hyperosmotic stresses resulted in the repression of motility genes, which was
confirmed by phenotypic tests. These effects may be considered for improving the
rhizobium-legume symbiosis in soils containing salt, notably, through inoculation of
adapted bacteria to ensure contact between non-motile rhizobia and roots. We also found
that the extra-cytoplasmic function sigma factor-encoding gene rpoE2 was induced and
probably involved, as shown in other rhizobia, in its autoregulation and the induction of
trehalose denovo biosynthesis. A concomitant repression of trehalose utilization genes
thuAB suggests intracellular accumulation of trehalose in stressed cells. Salt also induced
inositol catabolism and the méthioninecycle, suggesting a possible role of inositol
derivatives and possibly methylation in the early response to such stress. In addition, a
combination of directed mutagenesis of rpoE2 and the use of promoter-gfp fusion reporter
system suggested that RpoE2 regulates positively thuR, a Lacl-type regulator probably
involved in trehalose import and utilization. In contrast, the mutation resulted in
increased expression of genes involved in inositol catabolism or the regulation of the le
cycle de la méthioninethat, given their induction in the wild-type bacterium upon salt
stress, supports the involvement of alternative regulatory circuits. However, additional
experiments are required to ascertain that ArpoE2 does not carry hidden mutations,
which could have impacted our data. Intriguingly, previous studies showed that a
mutation of trehalose utilization genes in S. meliloti resulted in improved competitiveness

for nodulation, which is also favored with active inositol catabolism and

103



méthioninecycle, suggesting that hyperosmotic stress occurs in the early infection of
leguminous hosts. The rpoE2 deletion did not result in increased stress sensitivity or
symbiosis functioning, suggesting the involvement of alternative regulatory circuits in

Ensifer aridi for stress adaptation.
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Divers microorganismes, comme les rhizobiums, ont la capacité de s’adapter a des conditions de
croissance contrastées et difficiles dans les sols/rhizosphére (a 1’état libre), ou a I’intérieur 81 de
la racine de la plante. Face a ces conditions de vies changeantes et fluctuantes, ces rhizobiums ont
développé des réponses adaptatives spécifiques, des compétences et des mécanismes leur
permettant de résister et de se maintenir dans 1’environnement. La souche Ensifer aridi LMROO1
T (=LMG 31426 T ;= HAMBI 3707 T) a été isolée des dunes de sable désertique dans le désert
Marocain de Merzouga, ou les conditions environnementales sont défavorables pour la survie et
la crosisance de la pluspart des organismes (Sakrouhi et al. 2016). La bactérie E.aridi LMRO001 est
capable d'utiliser un large éventail de sources de carbone, de développer la symbiose avec des
plantes adaptées aux contraintes environnementales et d’agir avec des mécanismes spécifiquement
adaptés a ces environnements arides et semi-arides. De ce fait, Ensifer aridi représente un modéle
intéressant pour étudier les réponses adaptatives impliquées dans la tolérance a l'aridité. Ainsi,
pour définir et étudier les fonctions associées a 1’adaptation de la bactérie Ensifer aridi (modéle
d’étude). Un séquencage a été effectué des séquences d’ARNs exprimées dans des conditions de
stress hydrique et de stress salin. L’étude transcriptomique « RNAseq » nous a permis de
sélectionner les métabolismes différentiellement exprimés et de cibler les génes afin d’évaluer leur
role fonctionnel dans la réponse adaptative de cette bactérie aux stress étudiés. Parmi ces genes,
on trouve le géne rpoE2 régulateur du systéme de la réponse générale au stress. L article présente
’analyse transcriptomique par RNAseq ainsi que des résultats sur le role du gene rpoE2 dans la
réponse au stress salin et 1’adaptation de la bactérie Ensifer aridi aux changements dans son milieu

de vie.

Les données du séquencage HiSeq2000 des ARNSs de la bactérie E.aridi LMR0O1 de 100 millions
de séquences ont été traitées. Elles ont été mappées sur le génome de LMRO01 annotées par le
pipeline RAST pour identifier 6294 séquences codantes (CDS) (Le Quére et al., 2017). L’analyse
des résultats a permis d’identifier les CDS induites ou réprimées par chaque type de stress. Le
stress salin a induit 59 CDS et a réprimé 189 CDS ; alors que le stress hydrique a induit 25 CDS
et réprimé 38 CDS. On remarque que le stress salin a affecté 1I’expression de plus de geénes que le
stress hydrique et que les génes réprimés sont plus abondants que les génes induits. L.’annotation
par RAST a montré aussi qu’un certain nombre de processus métaboliques a été affecté par les

stress chez la souche Ensifer aridi LMROOL. En effet, nous avons pu observer que plusieurs génes
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impliqués dans les métabolismes et/ou le transport du tréhalose, de plusieurs sources en carbone
comme le myo inositol,, des acides aminés dont la méthionine, la modification de la surface
cellulaire, la mobilité ou la réponse au stress oxydatif étaient différentiellement exprimés en

réponse au stess hyperosmotique (Belfquih et al., 2021).

La deuxieme approche expérimentale a consisté en la mutagénese ciblée du gene codant pour le
facteur sigma alternatif (rpoE2) impliqué dans la régulation de la réponse générale au stress (GSR)
dont les régulateurs sont apparus différentiellement exprimés a la suite du stress dans 1’étude
transcriptomique. Elle a permis d’estimer le role de ce facteur sigma dans la réponse au stress
hyperosmotique et dans le développement de la symbiose avec des hoétes compatibles.
Geénéralement, les alphaprotéobactéries (la classe a laquelle appartient Ensifer aridi), induisent un
systeme de régulation composé d'un sigma facteur de fonction extra cytoplasmique (ECF) appelé
oECFG, codé¢ par le geéne rpoE2. L’activité du sigma facteur RpoE2 implique aussi I’activité
d’anti-sigma NepR, codé par le géne rsiAl et I’activité d’un autre facteur anti-anti sigma PhyR,
codé par le gene rsiB1 dont l'activité dépend de la phosphorylation par I’histidine kinase PhyK
(Bastiat et al., 2010).
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Figure 6: Représentation du mécanisme majeur de la régulation, PhyP-PhyR-NepR-cE, de la
transription des ARN liés au stress. Ce mécanisme contréle la réponse générale au stress chez M.
extorquens. En cas de situation de non-stress, la protéine PhyR est inactive et le facteur sigma
ECF est séquestré par son facteur anti-sigma, NepR. En réponse a un stress, PhyR est
phosphorylée et interagit avec NepR, libérant ainsi EcfG1 Iui permettant de s'associer a I'ARN

polymérase et de transcrire les genes de stress (Francez-Charlot et al., 2009).

Sous effet du stress, la phosphorylation de la protéine PhyR du systéme a deux composants conduit
a sa liaison au facteur anti-sigma NepR. Ce dernier dans des conditions normales de croissance de
non-stress est lié au cECFG. Cependant, la fixation PhyR-NepR libere le cECFG qui peut ainsi
par conséquence mobiliser I'ARN polymérase I’expression de nombreux génes de la réponse
générale au stress GSR (Francez-Charlot et al., 2009).

L'examen des bases de données de séquences génomiques indique la présence de séquences qui
codent pour des orthologues de NepR et PhyR chez E. meliloti mais aussi chez E. medicae et chez

E. fredi NGR234 (respectivement rsiAl et rsiB1). L’originalité chez E. meliloti réside sur le fait
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qu’elle posséde deux paires de facteurs rsiB/rsiA suggérant une complexité du mécanisme de
régulation de la voie de signalisation RpoE2-dépendante. Les annotations et les noms des génes
figurent sur le site Web de E. meliloti (http: //sequence.toulouse .inra.fr / E.meliloti) (Bastiat et al.,
2010). Les protéines PhyR (rsiB), NepR (rsiA) et cEcfG ou ¢?* (rpoE2) sont conservées dans
pratiquement toutes les alphaprotéobactéries et leurs genes se trouvent généralement situés sur un
méme locus (Gourion, Francez-Charlot, et Vorholt 2008; Staron et al., 2009 ; Kaczmarczyk et al.,
2011). Comme pour E. meliloti, deux copies des génes codant pour PhyR et NepR ont été
identifiées par une recherche BLAST sur le protéome de la bactérie Ensifer aridi LMROO1.
L'organisation des loci chez Ensifer aridi LMROO1 est illustrée sur la figure 7. Le gene PhyR (rsiB)
est situé en anti-sens des deux genes nepR (rsiA) et rpoE2, et code pour la protéine PhyR qui porte
un domaine ¢"*¢ en N-terminal et en C-terminal une partie du domaine de réception Rec. Cette
protéine est aussi appelée par I’anti-anti-sigma factor. Le géne nepR (rsiAl) localisé en amont du
gene rpoE2 est un gene codant pour 1’anti-sigma factor et est co-transcrit. Ces génes sont conservés
parmi plusieurs espéces d'Ensifer.Bien que la signification de la présence des deux paires de
régulation PhyR (rsiB1, rsiB2), NepR (rsiAl, rsiA2) chez E .aridi soit jusqu'a présent inconnue,
une hypothése pourrait étre que ces deux facteurs anti-anti-sigma soient phosphorylés par des
histidine kinases différentes permettant ainsi éventuellement de détecter des stimuli différents en

réponse a des environnements changeants (Bastiat et al., 2010).

rsiB1 rsiAl rpoE2 Sensor Histidine Kinase

rsiB2 rsiA2
E. aridi LMR0OO1
rsiB1 rsiAl rpok2 Sensor Histidine Kinase

rsiB2 rsiA2

E. meliloti 1021 0,05Kb
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Figure 7: Représentation schématique de |'organisation des régions chromosomiques de la
région des génes Sigma-EcfG (rpoE2), PhyR (rsiB), nepR (rsiA) et phyK ou phyP (sensor kinase)
dans la souche E.aridi LMR0OO1 par rapport a E.meliloti 1021.Les fléches représentent I'origine
des cadres de lecture ORF et leurs directions représentent la direction de la transcription. La

position de tous les génes de la souche E.meliloti est présentée dans I'article (Bastiat et al., 2010).

Les résultats de I’analyse transcriptomique ont révélé une induction du systéme PhyP-PhyR-
NepR-cE sous effet du stress salin plus forte que le stress hydrique. Cette différence d’expression
peut étre due a une contrainte plus forte induite par I’exposition a court terme au sel. Une
augmentation de la régulation d'environ 30 % des genes impliqués dans la traduction de la structure
ribosomique et de la biogenése a été révéle et une répression de 60% des génes impliqués dans la
chimiotaxie et motilité. Chez les bactéries, la répression des génes de la mobilité est souvent
associéee a une induction de génes impliqués dans la synthese des composants du biofilm tels que
les polysaccharides de surface ou les protéines (Wadhams et al., 2004, Verstraeten et al., 2008).
Parmi les génes qui ont été réprimés par 1’effet du stress osmotique, on trouve chez E. aridi les
genes qui codent pour, VisR/VisN et Rem (codées respectivement par PEG655/PEG654 et
PEG688) et d’autres génes induits impliqués dans la production des exopolysaccharides ; (€x0Q,
exoF, exoY exoH, exoO et exoN, respectivement PEG5904-5906, PEG5914, PEG5919 et
PEG5920) (Janczarek 2011) .

D’autres voies métaboliques ont été aussi montrées différentiellement exprimées en réponse aux
stress hyperosmotiques. Les deux voies de biosynthése de novo du tréhalose : une voie générée
par I’expression des génes codant pour alpha, alpha - tréhalose -phosphate synthase (otsA,
PEG4869) et le tréhalose-6-phosphatase (otsB, PEG4868). Ces deux enzymes convertissent le
glucose UDP et le glucose 6P en tréhalose par deux réactions successives. La deuxiéme voie est
produit par la conversion de la maltodextrine en tréhalose par une Malto-oligosyltréhalose
synthase (treY, PEG5229) et une Malto-oligosyltréhalose tréhalohydrolase (trezZ, PEG5323)
(Avonce et al., 2006, Avonce et al., 2010, Gopal et al., 2010). Nous avons également constaté une
forte repression des génes de transport du trehalose thuEFGK de type ABC (PEG6268, 6266, 6265
et 6264) et les génes d'utilisation du tréhalose thuAB (PEG6263 et 6262) (Ampomah et al., 2013).
On a aussi trouvé parmi les métabolismes altérés par le stress salin, une répression d’un grand
locus (PEG2271—PEG2284) implique dans le transport et le catabolisme de I'érythritol. L'opéron
qui code pour le systeme de transport de type ABC de I'érythritol (PEG2283-2279) est situé juste
en amont des geénes cataboliques. Il a ét¢ aussi montré une répression de 1’ordre de 10 fois du gene

répresseur appelé eryD (PEG2284). En revanche, le transport et le catabolisme du myo-inositol
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ont montré une forte induction par le sel avec notamment une forte activation du systéme de
transport myo-inositol ABC (PEG5305-5307), et les génes idhA (PEG2503) et iolY (PEG375) qui
codent pour 2 myo inositol-2 déshydrogénases. Les autres génes iolE (PEG371), iolD (PEG372),
iolB (PEG370) et iolC (PEG373) qui interviennent dans la conversion successive de 2- céto-myo-
inositol en 3-D-trihydroxycyclohexane-1,2-dione, acide 5-désoxy-glucuronique, 5-céto-D-
gluconique et acide 2-désoxy-5-céto-D-gluconique 6-phosphate (DKGP) étaient aussi induits
(Kohler et al., 2010, Kohler et al., 2013). Les résultats du séquencage des ARNSs ont aussi révélé
une induction des genes impliqués dans le cycle de la méthionine. Il comprenait I'adénosyle
homocystéinase ahcY (PE3356), une bétaine-homocystéine S — méthyltransférase BHMT
(PEG1969), une réductase codée par metF (PEG2238), et une 5-méthyltétrahydrofolate-
homocystéine méthyltransférase codée par metH (PEG3206). Enfin, nous avons trouvé une forte
induction du géne metK codant pour la S- adénosylméthionine (SAM) synthétase (PEG438)
(Novichkov et al., 2014). de plus, deux facteurs transcriptionnels régulateurs du cycle de la
méthionine, appelées NesR et SahR, ont étée également trouvés différemment régulés. Un
doublement de la transcription du gene nesR par le stress salin par rapport au témoin tandis que
sahR a été trouve 9 fois plus exprimé dans le sel.

Des études ont ensuite été réalisées pour évaluer le role du gene rpoE2 impliqué dans la GSR par
une approche de mutagénése dirigée. La comparaison des réponses phénotypiques deu mutant par
rapport a la souche sauvage a ensuite été effectué. Premierement I’étude de la croissance
bactérienne en réponse au stress salin a montré que la LMRO01 sauvage a atteint plus rapidement
la phase stationnaire de croissance en milieu TY complémenté avec du sel par rapport a la souche
mutée rpoE2. Apres 120 heures d’incubation, les mutants ont montré une croissance comparable
a la sauvage dans le milieu stressé. Le test de la motilite des deux souches a révélé une réduction
significative de la motilité pour les deux souches lors de I'ajout de sel aux deux concentrations
testées (0,1 et 0,25 M). La sensibilité des deux souches aux stress détergents, oxydatifs et acides
n’a montré aucune différence entre les sauvages et les mutants Suggérant donc que la mutation du
gene rpoE2 n'a pas altéré la croissance, la mobilité et la tolérance aux stress acides et oxydatifs.
La réponse de la symbiose des deux souches avec I'espece d'arbre V. gummifera et V. tortilis n’a
montré aucune différence significative entre les données des poids des plantes ou a la nodulation.
Ces données indiquent que facteur sigma ECF RpoE2 n'est pas essentiel pour le développement
de la symbiose et pour la tolérance au stress pour E. aridi LMROO1.

Un autre test transcriptionnel a été aussi réalisé, comparant 1’expression des genes sélectionnés
entre la bactérie sauvage et le mutant en réponse au stress salin. Le test a révélé une variabilité de

I’expression du geéne rapporteur gfp lié aux promoteurs des génes ciblés par I’étude. Nous avons
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constaté que la mutation entrainait une transcription elevée de quatre genes, et une réduction de
I'expression de trois génes. Une induction du géne otsB dans le mutant rpoE2, indiquant que la
GSR médiée par RpoE2 dans E. aridi implique la voie T6P. Nous avons aussi trouvé une
répression du gene rsiAl, expliqué par la présence du site de fixation GGAACN 16-17 CGTT en
amont des genes rsiAl, rsiB1. Ces résultats suggéerent que le géne rpoE2 est autorégulé chez E.
aridi. Nous avons également constaté que le motif promoteur de transcription de la RpoE2 a été
représenté deux fois dans la région promotrice du gene treZ géne. Bien que la transcription du
gene treZ est faible et proche des valeurs basales de fluorescence, sa transcription n’apparait pas
significativement différente apres mutation du géne rpoE2., Deux motifs ont été également trouvés
dans la région promotrice du géne otsB et un motif avec trois différences nucléotidiques en amont
du géne thuR. Cependant, des études supplémentaires sont encore nécessaires pour Vérifier et
évaluer la régulation directe de ces genes par RpoE2. La répression transcriptionnelle du géne thuR
s’est montré la plus sévere chez les mutants. Ce géne code pour un répresseur de type HTH DNA-
Binding Lacl, homologue avec 1I’agIR et impliqué dans le transport et ’utilisation du tréhalose par
la régulation de la transcription de 1’opéron thuEFGK et des deux genes thuAB. La présence d’un
partage partiel du méme type de séquence de motif sur les régions promotrices du gene thuR et du
géne aglR (régulateur de I’opéron aglEFGAK) peut montrer une régulation croisée de ces deux
systemes de transport. Le régulateur ThuR est homologue au régulateur AgIR. Nos données
suggerent que ThuR est également autorégulé et impliqué dans la régulation du transport et de
I'utilisation du tréhalose chez E. aridi. De plus, la réalisation de d’autres études supplémentaires
reste nécessaire pour décrypter les voies de régulations impliquées dans la régulation du géne thuR

et évaluer I’implication directe ou indirecte du régulant RpoE2 dans le transport du tréhalose.

L’¢étude transcriptomique réalisée sur E. aridi LMROO1, sous stress hydrique et salin, a révélé une
augmentation de 1’expression d’un ensemble des genes liés a la GSR et notamment le systeme
complexe impliquant PhyP-PhyR-NepR-cE. Sur ces résultats, nous avons effectué une étude
fonctionnelle sur le gene rpoE2, qui est un géne de la famille des facteurs de la fonction
extracytoplasmique ECF (de classe 2). Ce géne code pour le sigma facteur E (52*). Nous avons
relevé au niveau de la réponse transcriptionnelle, une activité plus forte du géne rpoE2 en réponse
au stress salin par rapport au stress hydrique. Aussi I’expression des genes de la mobilité et la
chemotaxie s’est montré réprimée et cette répression été corrélée avec une induction des genes de
la synthese des composants du biofilm. Les autres voies métaboliques ; synthése et transport du

tréhalose, catabolisme d’inositol et méthionine cycle ; sont révélés aussi différentiellement

123



exprimées sous effet des deux stress. Les résultats phénotypiques et physiologiques ont montré
que la mutation du géne rpoE2 n’a pas affecté la tolérance et 1’activité symbiotique de la souche
E .aridi mutée. Ces données suggerent que le géne rpoE2 n’est pas essentiel a la bactérie E. aridi
en réponse au stress appliqué ainsi que pour la colonisation et ’infection des plantes hotes. De
plus, nous avons constaté la présence de motifs conservées de liaison de RpoE2 en amont des
génes rsiAl-rpoE2, des genes rsiB1, treZ, otsB et thuR qui suggérent malgré tout un réle direct ou
indirect dans la régulation de la réponse au stress via ’activité du rpoE2 chez E. aridi en réponse

au stress salin qui est cependant complémentée par d’autres mécanismes.
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CHAPITRE IV

Approche de mutagenése dirigée des genes ciblés dans le métabolisme de la méthionine, du
tréhalose et d’inositol par I’étude transcriptomique et analyse fonctionnelle des génes de

régulation
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Abstract: Isolated from desert, the nitrogen fixing bacterium Ensifer aridi LMRO0O01 is
capable to survive under particularly harsh environmental conditions. To get insights in
molecular mechanisms involved in stress adaptation, a recent study using RNAseq
revealed that the RpoE2 mediated general stress response was activated under mild
saline stress but appeared non-essential for the bacterium to thrive under stress and
develop the symbiosis. Functions associated with the stress response included the
metabolisms of trehalose, methionine and inositol. To explore the roles of these
metabolisms in stress adaptation and symbiosis development, and the possible
regulatory mechanisms involved, mutants were generated notably in regulators and their
transcriptions were studied in various mutant backgrounds. We found that mutations in
regulatory genes nesR and sahR of the le cycle de la methionine generating S-Adenosyl
Methionine negatively impacted symbiosis, tolerance to salt and motility in the presence
of NaCl. When both regulators were mutated, an increased tolerance to detergent,
oxidative and acid stresses was found suggesting a modification of the cell wall
components which may explain these phenotypes and support a major role of the fine-
tuning methylation for symbiosis and stress adaptation of the bacterium. In contrast, we
also found that mutations in the predicted trehalose transport and utilization regulator

ThuR and the trehalose phosphate phosphatase OtsB encoding genes improved

126



symbiosis and growth in liquid medium containing 0.4 M of NaCl of LMRO001AotsB
suggesting that trehalose metabolism control and possibly trehalose-6 phosphate cellular
status may be biotechnologically engineered for improved symbiosis under stress.
Finally, transcriptional fusions of gfp to promoters of selected genes and expression
studies in the various mutant backgrounds suggest complex regulatory interplay

between inositol, methionine and trehalose metabolic pathways.

Keywords: Ensifer aridi; nitrogen fixing symbiosis; trehalose; S-Adenosyl

Methionine cyling; inositol catabolism)

1. Introduction

Primarily found in deserts and capable to develop the symbiosis with plants native
and adapted to stress, Ensifer aridi represents an interesting species to study genes and
functions that may explain its particular adaptation, broad host range and phylo-
geographic distribution [1-5]. Next generation sequencing technologies (NGS) have
become accessible to study any organism at the genome-wide level. Comparative
genomic analyzes of 6 Ensifer aridi strains isolated in Asia, Africa or America from diverse
legumes showed that accessory genes were most probably located on large plasmids
acquired through horizontal gene transfers that probably enabled the bacterium to
develop the symbiosis with local hosts [6].

Among the most rapid methods to identify genes and functions associated to a
particular stress, transcriptomics represents a method of choice. Genome-wide
transcriptional responses resulting from abiotic stresses have been studied using
microarray technology or NGS-based RNAseq in several rhizobial genera including for
example Bradyrhizobium [7], Rhizobium [8, 9], Mesorhizobium [10-14] or Sinorhizobium
(Ensifer) [15-20]. The bacterial response to an osmotic upshift is complex and varies
according to the strain and species. Nevertheless, to counteract osmotic pressure and the

resulting oxidative stress, bacteria commonly accumulate osmoprotectants, compatible
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solutes, chaperones and enzymes involved in ROS scavenging and they modify their
cellular membranes and envelops [21].

According to a transcriptome analysis performed in E. aridi to explore the response
of this bacterium to hyperosmotic stress, a number of genes were found differentially
regulated including the alternative extra-cytoplasmic function sigma factor RpoE2 which
suggested activation of the General Stress Response (GSR) [15]. However, the mutation
of the rpoE2 gene suggested that the response was complex and that alternative
regulatory mechanisms may be recruited by the bacterium to cope with various stresses.
Among genes that were found differentially regulated, a strong repression of motility
genes could be identified and validated phenotypically by swimming assays [15]. We
also found that salt stress altered regulation for a number of genes involved in the le cycle
de la methionine generating S-Adenosyl Methionine (SAM), the universal methyl donor,
in inositol transport and catabolism or in trehalose de novo biosynthesis and transport
[15]. To further explore the possible roles these metabolisms, have in stress adaptation
and symbiosis of E. aridi, deletion mutants of regulatory genes involved in the le cycle de
la methionine (nesR, sahR), the trehalose transport and utilization (thuR) and the inositol
catabolism (i0olR) or in the trehalose denovo biosynthesis (0otsB) were generated and
phenotyped. Finally, to explore the interdependency between regulated pathways, the
transcriptional responses of studied genes were assessed in the various mutant
backgrounds upon mobilization of vectors that harbored selected promoter fusions to

Green Fluorescence Protein (GFP) encoding gene.

2. Materials and Methods
2.1. Bacterial strains and plasmids

The bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table 1. Ensifer
strains and derivatives were cultured in Tryptone Yeast extract (TY) medium [22] at 28
°C. E. coli strains were grown at 37 °C in Luria-Bertani (LB) medium [23]. Agar at 2%
(W/V) was added when needed. For selection of bacterial transformants and

transconjugants, sucrose (5%, W/V) gentamycin (Gm, 10 pug mL-1), kanamycin (Km, 50

128



ug mL™), ampicillin (Ap, 50 ug mL™?), rifampicin (Rif, 100 ug mL™) and 5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-beta-D-galactosidase (X-gal, 80 pg mL™) were added to the media when

required.

Table 1. List of bacteria and plasmid used in the study.

Strain/plasmid name Description Source

Bacterial strains

Ensifer aridi LMROO01" isolated from Vachellia gummifera
LMRO01T . [4]
grown in Merzouga desert sand dune

LMRO01ArpoE2 rpoE2 deletion mutant of LMR001 [15]
LMROO1AnesR nesR deletion mutant of LMR001 This work
LMRO001AsahR sahR deletion mutant of LMR001 This work
LMRO01AnesRAsahR nesR deletion mutant of LMRO001AsahR This work
LMRO01Ai0lR iolR deletion mutant of LMRO001 This work
LMROO01AthuR thuR deletion mutant of LMR001 This work
LMRO01AotsB otsB deletion mutant of LMR001 This work

hsdR17 endA1 thi-1 gyrA96 rel Al recAl supE44 DlacU169
E. coli DH5« [24]
(f80lacZDM15)
E. coli S17-1 recA [SmR], thi, pro, RP4-2-Tc:Mu: aph::Tn7Apir. [25]

E. coli XL2 Blue Ultra- endA1 supE44 thi-1 hsdR17 recAl gyrA96 relAl lac [F” proAB Stratagen

competent laclqZAM15 Tn10 (TetR) Amy CamR] e
Plasmids
pJQ200SK pACYC184-derived (p15A) suicide vector (GmR) [26]
Helper plasmid containing the ColE1 replicon with RK2 tra
pRK2013 [27]
genes (KmR)

pUC origin, Multi Cloning Sites (MCS), lacZ gene fusion,
pGEM-T Easy Promega
-lactamase coding region, lac operon sequences (ApR)

ColEl, F1 Origin, MCS, lacZ gene fusion, (3-lactamase  Stratagen
pBluescript KS+
coding region, lac operon sequences (ApR) e

pUC origin, région Plac promoteur, lacZ a-ccdB gene  Invitroge

TOPO vecteur
fuision. Topoisomerase enzyme (KmR, ApR) n
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pPROBE-NT

pNT-sahRp

pNT-nesRp

pNT-rsiAlp

pNT-rsiBlp

pNT-thuEp

pNT-otsBp

pNT-thuRp

pNT-iolCp

pNT-iolRp

pVSl-derived (pl5a) vector, gfp (GmR)
pPROBE NT containing sahR (PEG2239) promoter fused to

gy (KmR)
PPROBE NT containing nesR (PEG5735) promoter fused to

gfp (KmR)
pPROBE NT containing rsiA1 (PEG2540) promoter fused
to gfp (KmR)
PPROBE NT containing rsiB1 (PEG2541) promoter fused to

&fp (KmR)
pPROBE NT containing thuE (PEG6268) promoter fused to

ofp (KmR)
pPROBE NT containing otsB (PEG4868) promoter fused to

gfp (KmR)
pPROBE NT containing thuR (PEG6269) promoter fused to

&fp (KmR)
pPROBE NT containing iolC (PEG373) promoter fused to

gy (KmR)
pPROBE NT containing iolR (PEG374) promoter fused to

gfp (KmR)

[28]

[13]

[15]

[13]

[15]

[15]

[15]

[15]

[15]

[15]

2.2. Mutants’ constructions

The cloning of iolR (PEG374), thuR (PEG6269), nesR (PEG5735) and otsB (PEG4868)
5 and 3’ regions were performed using a two-step PCR using primers listed in Table 2.
The PCR were done using, as templates, genomic DNA extracts from LMRO0O01 [29], using
10 mL of bacterial liquid cultures at early stationary phase. First, PCR reactions were
performed to amplify separately both the 5" and the 3' flanking regions using the proof-
reading enzyme Phusion™ (Thermo-Fischer) and recommended chemistry, except for
primers (1 uM final concentrations for forward and reverse primers). The cycling
conditions included a primary denaturation step of 30 s at 98 °C followed by 35 cycles (98

°C, 10 s/56 °C, 30 /72 °C, 45 s) and a final elongation step of 7 min at 72 °C. PCR products

130



were purified using Illustra™ GFX PCR DNA and Gel Band purification kits (GE
Healthcare), following manufacturer’s recommendations. Then for each gene to be
mutated, a second PCR reaction was set up, using as primers and matrix, purified PCR
products from the 5 and 3’ regions obtained that contain complementary sequences
included in the 5 end of internal primers (see table 2), thus enabling priming of the
amplification. The 25-uL reactions contained 5 uL of 5x GoTaq buffer (Promega), 1.25 uL
of MgCl2 (25 mM), 2.5 uL of ANTP mix (2.5 mM each), 0.125 uL GoTaq (5 U/uL), 2 uL of
each purified PCR products obtained, and nuclease free water. A primary PCR cycling
consisting of a denaturation step of 95 °C for 5 min followed by 5 cycles (95 °C, 30 s/50
°C, 45 5/72 °C, 50 s) and 5 min at 72 °C was performed so as to generate chimeric DNA
molecules consisting of merged 5’ and 3’ regions. Then, 15 uL of the mix (3 uL of 5x GoTaq
buffer, 0.75 uL of MgCl2 (25 mM), 1.5 uL of ANTP mix, 0.125 puL of GoTaq (5 U/uL), 4 uL
of external primers and 1.625 uL of nuclease free water) was added to the PCR reaction
and subjected to the following cycling conditions: a denaturation step of 95 °C for 5 min
followed by 25 cycles (95 °C, 30 s/55 °C, 45 s/72 °C, 50 s) and 5 min at 72 °C. The PCR
products were purified from 1% agar gel using Promega Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System, following recommended protocol. As a result of the two amplifications’
process, the PCR-amplified and -purified products were cloned as chimeric fragments
into pGEM-T Easy Vector (Promega kit) and transferred into XL2-Blue Ultra-competent
cells. The resulting positive clones were selected and the plasmids were extracted by
using the Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System, digested by Xbal
enzyme and ligated into suicide vector pJQ200SK [26]. Enzymes were purchased from
Promega. The latter plasmid was used to transform Ensifer aridi LMROO1 cells by bipartite
conjugation method by using E. coli S17-1 as donor (Simon et al., 1983 ) or by tri-parental
mating procedure with E. coli DH5a [24] as donor and the helper plasmid pRK2013 [27].
Transconjugants were selected on TY plates containing Rif and 5% sucrose to allow
selection of knockout clones that had undergone a double cross-over. Double cross-over

gene replacement in mutants was verified by screening for antibiotic resistant/ sensibility
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phenotypes (Rif and Gm, respectively) and also PCR to verify deletion by using specific

external and internal primers.

Table 2. Primers used in this study.

3' region size

Target gene . Voo 5' region size (bp) / ) Deletion
8¢t 8 Primer* Sequence (5' - 3')* . 5 P (bp) / Distance
(bp) Distance to start (nt) (bp)
to stop (nt)
CCTCTAGACGAGATTTAC
TOLR-P374-A-XI COCTCCAAGG
TCAAAGACACCACAAGCT 457/-10
IOLR-P374-B-HIIIl TCTCCAGCTTGCTCGTGTT
i0IR (861) C 689
AAGCTTGTGGTGTCTTT
TOLR-P374-C-HIII CACCOACTC I
OLRP374Dx1 CCTCTAGAGCAATTGTCG
CGATAGAAGA
GGTCTAGATGCGCGATCT
OSTB-P4868-A-XI TCATCAACAA
TTCATCCGTCAGAAAGCT 454 [ +75
OSTB:I)I?S'B' TGTCGGAGCAATGTCGAG
otsB (750) AAG 503
OSTB-P4868-C- AAGCTTTCTGACGGATG
HIII AAGGAATGTT
GGTCTAGAATAGCCGGAC 500/-172
OSTB-P4868-D-XI ATCTCATOCC
GGTCTAGAGGTCCTCAGA
THUR-P6269-A-XI AGCATTGTCA
GITCGTGAATCTCAAGCT 473 | +87
THURI'{I;;M'B' TCTCGCTGACCTCGGGAT
thuR (1020) AG 865
THUR-P6269-C- AAGCTTGAGATTCACGA
HIII ACTCTGGCC
GGTCTAGATAGGTGCGAT 453/-69
THUR-P6269-D-XI CAACATOACG
CGCTCTAGAGGCTCGATA
NESR-P5735-A-XI TCACGECAC 6130
NESR.P5735.5 T TAAGCCGCGGCGGTGAA
nesR (783) CTGGTTCCTGATC 749
NESR-P5735-C  GCCGCGGCTTAAAACACC
GCGTCTAGAACGACAAGC 160 / +6
NESR-P5735-D-XI GCOCAGCTTCC
GGGCCCGACAACATCTC
SAHR-P2239-A-Al CAAGG
CTGCAGAGCATCCAAAC 1062/+36
IR (1025 SAHR-P2239-B-PI CAAGCG s
sa
SAHR-P2239-C-PI CTGCAGGGGGAGTTTGA
GAATGA
TCTAGACCGAATTAGGG 132/-14
SAHR-P2239-D-XI ACTATAATTCCG

* Bold font indicate restriction sites (XI: Xbal, HIII: HindIIl, Al: Apal, PI: PstI).
Red font shows complementary sequences used for the fusion of 5' and 3' regions.

For the construction of the sahR (PEG2239) mutant, the 5" and 3’ regions were first

amplified using respectively the primer pairs SAHR-P2239-A-AI / SAHR-P2239-B-PI and
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SAHR-P2239-C-PI / SAHR-P2239-D-XI (Table 2). PCR products were then cloned into
pGEM-T Easy Vector following manufacturer’s recommendations. Ligations were used
to transform competent DH5a cells. The plasmids were extracted and clones containing
the inserts oriented from Apal toward Nsil in the MCS were selected using plasmid and
insert specific primers. DNA inserts in purified plasmids were sequenced and further
digested with Pstl. The clone that contained the 5" region generated a linearized plasmid
that was further dephosphorylated and the plasmid that contained the 3’ region
generated a band corresponding to the linearized vector and a second band that
corresponded to the 3’ region cloned that was further extracted from an agarose gel. The
latter insert was further ligated into the vector containing the 5 region Pstl digested.
Ligation mix was used to transform DHb5a cells. A clone containing the 5" and the 3’
regions in the correct orientation was selected by positive screening using specific
primers. Finally, the insert was excised using external restriction sites Apal and Xbal and
cloned into pJQ200SK prior conjugation into LMRO001 to generate the AsahR strain as
described above. Finally, the double mutant AsahRAnesR was produced by mutating the
AsahR strain upon double recombination of the pJQ200SK clone containing the nesR 5

and 3’ regions as described above.

2.3. Phenotypic Characterization of the mutants
2.3.1. Plant Nodulation Assay

Seeds of Vachellia tortilis subsp. raddiana and endemic Moroccan Vachellia gummifera
were surface sterilized, germinated and cultivated as described previously [15]. Briefly,
after germination (5 days in the dark), young seedlings were transferred in pots
containing sterilized sand and Ensifer aridi strains were inoculated using 1mL of washed
cells at an optical density (600 nm) = 0.7 corresponding to exponential growth phase. Six
individual plants were inoculated with each rhizobial strain and sterile water was added
for the negative and positive controls. Plants were grown at 26 °C with 16 hours day and

8 hours night and watered using BD medium for watering [30] supplemented with 3 mM
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of KNO: for positive controls. Plants were harvested after 6 months of growth and the

nodule number; plant shoot and root fresh weights were recorded.

2.3.2. Motility, tolerance to salt, detergent, acid and oxidative stresses

The mutants were phenotyped as described previously [15]. Briefly, bacterial
motility was calculated by measuring the growth diameter of motile bacteria after 2, 3 or
5 days of incubation at 28 °C in soft TY agar (0.2 % W/V) complemented or not with NaCl
at 0.1 or 0.25 M. Salt tolerance was estimated by growing bacteria in TY liquid medium
and TY complemented with 0.25, 0.3 or 0.4 M NaCl and the OD was recorded after 0, 4,
8,24, 56, 120, 144, 168 and 216 hours of growth at 28 °C with shaking. Five uL of 2 weeks
old cultures were spotted onto TY agar plates to estimate long term survival of bacteria
in these different media. Sensitivities of the mutants to oxidative, acid, and detergent
stresses were compared to those of the wild type LMRO001 strain. Briefly, bacterial
cultures (pre-grown to OD 600 nm = 0.7 in TY liquid medium) were added to 16 mL of
soft TY agar containing 0.7 % of agar precooled to 45 °C and poured onto TY agar plates.
Once solidified, a paper disc (6-mm diameter) soaked with 5 uL of H2O: (2 M), HCl (5.5
M), or SDS (10 % w/v) was placed onto the surface of the plates that were incubated at 28
°C for three days prior to recording the diameters of the inhibition zones. Means of three

replicates were calculated.

2.4. Transcirptional fusion assays

The promoter of selected genes were cloned previously in the broad host range
mobilisable vector pPROBE-NT and studied in E. aridi LMRO01 and ArpoE2 strains [15].
These included the promoter regions of le cycle de la methionine regulatory genes nesR
(PEG5735), sahR (PEG2239), GSR regulatory genes rsiA1 (PEG2540), rsiB1 (PEG2541),
genes involved in the trehalose import system and utilization thuEFGKAB (PEG6268-
PEG6262) and its regulator thuR (PEG6269), or its endogenous biosynthesis otsBA
(PEG4868, PEG4869), treZ (PEG5323) and finally genes involved in inositol catabolism
iolC (PEG373) and its regulation iolR (PEG374). Here, to explore the mutations’ effects on
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the transcriptional regulation of these genes, pPROBE derivatives were transferred by
biparental conjugation into the new mutants using S17-1 E. coli as donor. To estimate the
relative expression of targeted genes’ transcriptions, the median relative expression of
the 11 primary measures obtained every half hour was calculated for each mutant upon
correction to controls and normalization by OD (600 nm) as previously described [15]

and the data obtained from two kinetics were averaged.

3. Results and Discussion

To know whether the mutated genes were important for symbiosis development,
the mutants were inoculated on two compatible hosts V. gummifera and V. tortilis and
their growth and nodulation were compared to those obtained with the LMR001 wild

type strain (Figure 1).

A Vachellia tortilis B Vachellia gummifera
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Figure 1. Effects of the mutations on symbiosis development with Vachellia. The
Mean Fresh Shoot and root Weights (respectively shown as FSW, dark grey and
FRW, light grey; left axis) and nodule numbers (filled black circles; right axis) in
V. tortilis (A) and V. gummifera (B) are shown for the mutants and non-inoculated
control plants either watered using nitrogen complemented nutrient solution
(+N) or without nitrogen (-N) indicated at the bottom of the bar graphs. Error
bars correspond to standard deviations and significant differences with LMR001
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data (p-value < 0,05, Tukey’s Test) are indicated by “* “preceded by the letter “S”,
“R”, and/or “N” for mean Shoot, Root weights and Nodule numbers respectively.

We found that deletions of genes involved in the regulation of the le cycle de la
méthionine(nesR and sahR) reduced significantly the plant shoot weights for both
Vachellia species as compared to the wild type of strain. Furthermore, the nodulation was
also significantly lower to that of the LMR001 strain when the 2 regulatory genes were
mutated in V. tortilis. In V. gummifera, all three mutants (AnesR, AsahR and the double
mutant AnesRAsahR) Significantly reduced the nodule number suggesting that
methionine cycling regulation generating the universal methyl donor SAM is important
for proper symbiosis development and functioning. The regulation of the le cycle de la
methionine is complex and involves several transcription factors such as NesR and SahR
or RNA regulatory elements (SAM riboswitch) that remain to be investigated in Ensifer
aridi. Nevertheless, given strong homologies with the LuxR solo NesR of S. meliloti [31]
and the ArsR family repressor SahR found in diverse proteobacteria including rhizobiales
[32] for which a conserved DNA-binding domain could be identified upstream LMR001
sahR, ahcY, metH, bhmT and metK (Figure 2); our data suggest that a fine tuning of the
SAM generating le cycle de la methionine is essential for symbiosis establishment and
functioning. Interestingly, it was recently shown in S. meliloti that the SAM synthetase
MetK was also binding stress inducible RN As previously shown to interact with the RNA
chaperone Hfq and more surprisingly other mRNAs [33] which suggests that MetK
mediated post-transcriptional regulation may occur not only through epigenetics via the
production of the universal methyl donor SAM but also by interacting with various

RNAs and mRNAs.
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Figure 2. Metabolism of Methionine. Ensifer aridi predicted encoding genes
(PEGs) involved in the metabolism of méthionineare shown in the metabolic
pathway. The presence of putative SahR, ThuR and IolR binding sites upstream
of genes (shown in the right boxes) are indicated respectively by “ * “, “ # “ and
“'$ “ on the left of genes when identified and the position of conserved residues
are bolded and colored accordingly in boxes. The salt response refers to fold
change previously found by RNAseq [15]. Positive fold changes indicating
upregulation (green) and negative ones showing repression (red) in salt
containing medium are bolded when above 2.

The plant test also showed that a mutation in thuR or otsB, involved in the trehalose
transport and/or metabolism, stimulated nodulation with both plants tested while roots
and shoots were also significantly increased in V. gummifera. Because ThuR is a Lacl-GalR
family regulator predicted to repress transport and catabolism genes (thuEFGKAB)
through binding to upstream conserved motifs [34] also identified in E. aridi (Figure 3),
the thuR deletion is expected to increase trehalose uptake capacity and utilization which
may improve intracellular fitness and thus symbiotic efficiency, however, it remains to

be functionally demonstrated. Strikingly, the otsB mutation significantly improved both
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plant weight and nodule number with the two plants. The trehalose Phosphate
Phosphatase OtsB is involved in the second step of the trehalose biosynthesis pathway
which utilize Glucose-6P and UDP- glucose as primary substrates (Figure 3). A deletion
of this gene should therefore result in an accumulation of trehalose-6P in the cell.
Interestingly, an increased trehalose-6P synthase production by rhizobial strains
genetically manipulated was reported to increase nodulation and plant biomasses in
Phaseolus vulagris [35] or chickpea upon salt stress [36]. Even though much remains to be
done to characterize factors involved in Trehalose-6P mediated plant growth and stress
tolerance improvements, this phosphosugar is gaining increasing interest. It was recently
shown to act not only as a compatible solute but also as signaling molecule in plant
notably by modulating SnRK1 phosphorylation status, a central protein kinase involved
in the coordination of the plant development that can lead to improved growth notably
under stress conditions [37, 38]. Additional work is required to determine whether
trehalose-6P accumulates in the AotsB strain notably during the symbiosis development

and functioning and whether the effects are linked to improved fitness and/or signaling.
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Figure 3. Metabolism of trehalose. Ensifer aridi predicted encoding genes (PEGs)
involved in the metabolism and transport of trehalose are shown in the metabolic
pathway. The presence of putative ThuR and RpoE2 binding sites upstream of
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genes (shown in the right boxes) are indicated respectively by “ # “ and “ 0 “ on
the left of genes when identified and the position of conserved residues are
bolded and colored accordingly in boxes. The salt response refers to fold change
previously found by RNAseq [15]. Positive fold changes indicating upregulation
(green) and negative ones showing repression (red) in salt containing medium
are bolded when above 2.

The tolerance of the mutants to salt-induced osmotic upshift was compared to that
of the LMROO1 strain (Figure 4). The growth kinetics of tested strains in TY medium or
when it was supplemented with 0.25 or 0.3 M NaCl were very similar. However, in the
medium containing 0.4 M of salt, the growth of regulator mutants AnesR, AsahR and the
double mutant AnesRAsahR were strongly impaired suggesting that a fine-tuning
regulation of the le cycle de la methionine is important for salt tolerance in Ensifer aridi.
The deletion of the trehalose uptake and utilization regulator thuR resulted in a
continuous growth in the medium containing the highest salt concentration.
Interestingly, while the otsB mutation resulted in reduced growth as compared to
LMRO01 in TY containing 0.4 M of salt after 2 days, the mutation enabled the bacterium
to reach a higher OD at stationary phase which almost reached the density observed in
other media suggesting that the strain impaired in trehalose phosphate phosphatase
activity improves salt tolerance in LMR001. To estimate the viability of bacteria in tested
media, 5 microliters of 2-weeks old cultures were spotted onto TY agar medium. While
strains were all able to survive in media containing 0.3M NaCl or less, different growth
phenotypes were found when bacteria were grown in the medium containing the highest

salt concentration.
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Figure 4. Effects of the mutations on salt tolerance. The growth kinetics are
shown for the LMRO001 (A), the strains AnesR (B), AsahR (C), AnesRAsahR (D),
AiolR (E), AthuR (F) and AotsB (G) in TY complemented with 0, 0.25, 0.3 or 0.4 M
of NaCl (color code indicated at the bottom right of the figure). The OD (600 nm)
corresponding to the mean of three replicates are shown using log 2 scale up to 9
days of growth (line graphs) and 5uL of 2-weeks old cultures were spotted onto
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TY to estimate long term survival (pictures shown on the right of each line

graph).

We found that after 2 weeks of growth in the medium supplemented with NaCl at
0.4 M, the LMRO001 strain was still alive even though it showed a week growth as
compared to cells grown in other media. All 3 mutants involved in le cycle de la
methionine regulation did not survive showing that at higher osmotic strength, a proper
regulation of the methionine cycling generating the universal methyl donor SAM is
essential. The AioIR strain that reached a lower OD at stationary phase as compared to
LMRO001 strain did not survive prolonged incubation in TY supplemented with 0.4 M
NaCl. Interestingly, a deletion of thuR and more importantly otsB resulted in an improved
long-term survival in the high salt concentrated medium as compared to the LMR001
strain. These results are globally in line with plant tests and further support the important
role of stress responsive genes in symbiosis functioning [39] .

The motility of Ensifer aridi was previously shown to decrease in the presence of salt
in the medium [15]. To test whether the mutated genes modified the swimming capacity
of LMRO001, their motility was compared to that of the LMRO01 strain in soft agar plates
that contained either TY medium or TY complemented with 0.1 or 0.25 M of NaCl. The
Figure 5 shows the results of the swimming assay for all strains. As shown for the
LMROO01 strain, the presence of salt in the medium reduced the motility in a dose
dependent manner. However, we found that after 5 days of growth in the TY medium,
the AotsB showed continuous motility that goes past that of the LMR001 strain. Whether
this phenotype results from an increased trehalose-6P remains to be addressed. A similar
phenotype was found for the double mutant AnesRAsahR when, in contrast, single
mutants of the le cycle de la methionine regulators AnesR and AsahR presented a lower
motility. These results are surprising as we would expect that the double mutation should
result in a stronger effect. When salt was added in the medium, the motility was more
strongly reduced for the double mutant as compared to the LMR001 strain and the single
mutants and even totally impaired in the medium containing 0.25 M of salt showing the

importance for the bacterium to finely tune the le cycle de la methionine for proper
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functioning. Given the involvement of methyl-accepting chemotaxis proteins in the
regulation of diverse cellular activities including flagellum biosynthesis, it is not
surprising that an alteration of the SAM generating methionine salvage pathway
regulation generates motility phenotypes. Nevertheless, additional work is required to
characterize the effects of the mutations on SAM and whether these are responsible for
the observed motility effects. Finally, after 5 days of growth, the AiolR and the AthuR
mutants showed significant lower motility in the medium containing 0.1 M of NaCl as
compared to the LMROO01 strain suggesting that both trehalose and inositol affect

swimming, however, mechanisms underlying these effects remain to be determined.
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Figure 5. Effects of the mutations and osmotic strength on bacterial swimming.
The motility was estimated by measuring the growth diameter from triplicate TY
soft agar plates supplemented with salt 0 M (A), 0.1 M (B) or 0.25 M (C). The
mean motility after 2, 3 and 5 days are shown for the LMRO0O1 and the 6 mutants
(indicated on the right of the figure). Significant differences with LMRO0O01
motility after 5 days (p-value < 0.05, Tukey’s Test) are indicated by “*” on the
right of lines using the same color code.

The tolerance to detergent (SDS), oxidative (H20:) and acid (HCI) stresses of the
studied strains was evaluated by comparing the growth inhibition zone resulting from
their diffusion from a disc soaked with these chemicals (See materials and methods

section). We found that only a double mutation of the two le cycle de la methionine
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regulators resulted in a significant difference when compared to the LMR001 strain
(Figure 6). The reduced inhibition zone found in the double mutant suggests that its
membrane structure is altered and result in improved resistance to the three stresses

which require additional work to be characterized.
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Figure 6. Effects of the mutations on detergent, oxidative and acids stresses. The
mean diameters of the growth inhibition zone are shown for the 6 mutants
(indicated on the right of the figure). The size of the inhibition zone is inversely
correlated to the tolerance as the chemicals (indicted at the bottom of the graph)
diffuse away from the disc into the agar (See materials and methods). Error bars
correspond to standard deviations and significant differences with LMR001 data (p-
value < 0,05, Tukey’s Test) are indicated by “*” above the corresponding bar.

To further describe the effects mutations had on the transcriptional control of the
inositol, the methionine and the trehalose metabolisms, the relative expression levels of
selected genes were assessed using the pPROBE derivatives previously screened in the
ArpoE2 strain [15]. The figure 7 shows the mean relative expression obtained for all
mutants. We found that in the Aio/lR and AthuR mutant backgrounds, i0lR promoter
activity was higher than in the wild type strain while in other mutants, the relative
expression remained low and close to the background level (Figure 7A). The regulator

IolR is a RpiR-like repressor shown to be involved in the regulation of the inositol
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catabolism in S. meliloti [40, 41]. A regulatory model was proposed which involves IolR
binding to promoter regions of target genes that are released when the intermediary
product of the inositol catabolism 2-deoxy-5-keto-D-gluconic acid 6-phosphate (DKGP)
is produced [41]. The promoters of genes involved in studied pathways of E. aridi were
therefore screened for putative regulator binding sites identified by Kohler and
colleagues [41]. Interestingly, we found putative binding sites upstream of idhA, iolY, iolR
and i0lC in LMRO0O01 (Figure 8) suggesting a similar regulation in Ensifer aridi as all these
genes were previously found to be induced upon salt induced hyperosmotic stress [15]
(Figure 8). In line with this model, we found that the mutation of i0IR resulted in an
induction of its own transcription supporting a feedback regulatory loop (Figure 7A).
However, we found that the i0olC transcription was not induced in the iolR mutant
background (Figure 7B) indicating that IolR is necessary for proper iolC transcription thus
suggesting a complex regulation of the inositol catabolism that may involve additional
factors for proper regulation. Nevertheless, it is also possible that the iolR deletion
resulted in an unexpected modification of the downstream genes involved in inositol
catbolism that could impair the production of the product effector KDGP suggested to be
required for antagonizing IolR repression. It should be noted that Kohler and colleagues
[41] showed that even though IolR binding domains were found upstream the iolY, iolR
and i0lC genes, all the iol YRCDEB genes were transcribed as a single mRNA forming an
operon. Recently, a iolR mutant in Aeromonas was shown to act both as a repressor and as
an activator for a high number of genes [42]. Interestingly, a sequence close to the
consensus IolR binding site was found in the intergenic region of the rsiAl-rsiB1 genes
involved in the GSR (Figure S1). This putative IolR binding site overlaps with the
predicted RpoE2 binding motif [20, 43] located upstream of rsiB1 (Figure S1) which may
suggest a possible implication of the IolR repressor in the modulation of the GSR. It
should be noted that 2 motifs close to the consensus sequence of the ecfG sigma factor
RpoE2 binding site were also predicted upstream of the iolR gene, the IolR putative
binding site overlapping the primary putative RpoE2 binding site (Figure 8) which would

support a possible cross regulation. By screening the genome of E. aridi for the presence
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of additional putative IoIR binding sites, we found several consensus sequences. Among
them, we identified the sequence motif upstream of a predicted ABC type inositol

transport system (PEG5307-5306-5305) that was also found induced by salt stress [15]

(Figure 8).
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Figure 7. Effects of the mutations on the relative expression level of selected genes using
promoter-gfp fusion reporter system. The relative expression of iolR (A), iolC (B), nesR
(C), sahR (D), thuR (E), thuE (F), rsiAl (G), rsiB1 (H) and otsB (I) in the studied strains
(indicated at the bottom of each bar graph) in TY or TY complemented with salt (250
mM NaCl) are shown as dark and light grey bars respectively. The mean relative
expressions were calculated using the median fluorescence of 11 measures recorded
every half hour that were further corrected to controls and normalized to the OD (600
nm).

Furthermore, another putative IolR binding site was also found upstream of

PEG771, a Lacl type transcriptional repressor predicted to control inositol transport and
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utilization in R. etli [34]. Interestingly, a regulatory motif predicted as a the binding motif
of R. etli IoIR (RHE_CHO02362) by Regprecise was found twice in the intergenic region of
PEG771-772 suggesting that inositol metabolism and transport regulation involves
additional genes in E. aridi that may be modulated by IoIR. Among putative IolR binding
sites, we also found a putative IolR binding site upstream of the nesR start codon (Figure
2) which could suggest IoIR-dependent le cycle de la methionine regulation. However,
this motif was located within the 5 end of the pip gene and nesR transcription using the
GFP reporter system was close to background levels which make it difficult to assess. We
also found that the i0lC transcription was higher in the strains AnesR, AsahR, AthuR and
AotsB while its transcription was close to background levels in the double mutant
AnesRAsahR (Figure 7B). Whether these increased iolC transcriptions are directly linked
to the methionine and trehalose cycles remains to be determined but these data strongly
support a complex regulation of these metabolisms that appear interdependent and
additional work is required to test the targets of IolR that may not be restricted to the
regulation of inositol catabolism.

The relative expression of nesR, encoding a LuxR solo showed to positively regulate
the méthioninesalvage pathway generating SAM in S. meliloti [31] appeared more
expressed in the AnesR, the AsahR strains and the double mutant AnesRAsahR as
compared to the other strains (Figure 7C). However, the expression remained low which
makes it difficult to interpret. In contrast, the alphaproteobacterial ARS-type regulator
SahR predicted to act as a repressor [32] showed contrasting relative expression levels in
the various strains (Figure 7D). Novichkov and colleagues showed in Desulfovibrio that
SahR binds to operators of genes involved in SAM cycling depending on cellular level of
the effector S-Adenosyl Homocysteine (SAH) [32]. Here, the highest sahR relative
expression was found in the AsahR strain supporting autoregulation. Accordingly, the
promoter region of sahR in LMRO01 possessed the predicted binding motif conserved
among rhizobia that could also be identified upstream of the known target genes ahcY,
metH, metK and bhmT [32] (Figure 2). Given the fact that all these genes were found

upregulated by salt previously [15], it is tempting to speculate on the role of SahR as a
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repressor of the SAM cycling in E. aridi. This raises the question regarding the regulatory
mechanisms of this important pathway that involves, once again several regulators,
which is nevertheless not surprising given the importance of SAM as a universal methyl
donor and the downstream activities it is involved in for cell functioning. Screening of
the LMROO1 genome for the presence of other putative SahR binding sites did not return
any other hit suggesting that SahR is primarily involved in SAM cycling regulation.
However, the sahR promoter activity appeared also increased in the AiolR and the AthuR
strains as previously shown in ArpoE2 [15] which further shows the pleiotropic effects
alterations of the méthioninecycling have on the other metabolisms.

Regarding the relative expression of thuR (Figure 7E) and thuE (Figure 7F), we
previously found that thuR transcription was reduced in the ArpoE2 strain in contrast to
that of thuE which supported a function of ThuR as a repressor of its own transcription
and that of the thuEFGKAB operon that possess 2 predicted ThuR binding motifs in their
promoter regions (Figure 3) [15, 34]. Here, we found that the thuR mutation resulted in
inductions of both thuR and thuE while the induction of thuR in the AiolR strain showed
a concomitant repression of thuE when compared to LMRO001. However, a strong
repression of thuR in the AotsB and the double mutant AnesRAsahR were found which
did not result in thuE inductions. Nevertheless, as shown in other Lacl type regulators
such as the close regulator AgIR, the DNA binding of such type of transcription factors
depends on the presence of specific sugars as effectors whose concentrations and
availability may be altered in the later strains. Indeed, given the inductility of thuEFGK
by trehalose [43], it appears probable that the trehalose is involved in ThuR binding
affinity to target promoters and a mutation of the trehalose-6P Phosphatase may alter the
availability of the effector to the repressor. Furthermore, as shown above, the double
mutant AnesRAsahR presented a stronger tolerance to detergent, oxidative and acid
stresses suggesting a modification of the cell wall in this mutant that may modify cellular
exchanges that could alter the availability of effectors to the regulator. However,
additional work is required to further characterize the regulation of thu genes. It is

interesting to note the presence of a motif (GGAAA-N17-AGAT) that resemble RpoE2
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sigma factor binding domains between these two ThuR recognition motifs upstream the
thuR start codon which would suggest that thuR transcription is RpoE2 mediated, in
accordance with thuR transcriptional repression reported in the ArpoE2 strain [15]. The
genome of the LMRO001 strain was also screened for additional putative ThuR binding
sites [34]. Among the conserved residues that matched LMROO1 intergenic regions,
putative binding motifs were found upstream of folD and metC involved in the
methionine metabolism (Figure 2). Interestingly, in AthuR, sahR transcription was
induced which was shown to be activated through interaction of the SAH, the
intermediary product of the le cycle de la methionine acting as SahR effector [32],
supporting implication of ThuR in the methionine cycling. Nevertheless, whether ThuR
is directly involved in the regulation of methionine precursors’ homeostasis remains to
be determined experimentally. In addition, we also found the putative ThuR binding
motif once upstream of the i0lR gene and twice before the iolY start codon (Figure 8) that
supports the involvement of ThuR in the regulation of the inositol catabolism. Again, i0olR
transcription was also found activated in AthuR further supporting interplay between

regulators of the methionine and trehalose metabolisms.
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Figure 8. Catabolism of Inositol. Ensifer aridi predicted encoding genes (PEGs)
involved in the transport and catabolism of inositol are shown in the metabolic
pathway. The presence of putative IolR, ThuR and RpoE2 binding sites upstream
of genes (shown on the right boxes) are indicated respectively by “$ “, “ # “ and “
0 “ on the left of genes when identified and the position of conserved residues are
bolded and colored accordingly in boxes. The salt response refers to fold change
previously found by RNAseq [15]. Positive fold changes indicating upregulation
(green) in salt containing medium are bolded when > 2.

Among putative ThuR binding sites identified, we also found the presence of two
motifs upstream of the PEP carboxykinase encoding gene pcKA (PEG3563) (data not
shown) that was also found strongly repressed by salt [15]. Interestingly Di Cenzo and
colleagues [45] showed that in S. meliloti, pckA was regulated by PckR, another Lacl-type
transcriptional regulator that binds to a motif containing the following conserved
residues (5- TNNAANCGNTT -3’) that overlaps the predicted ThuR binding conserved
residues. Previous experimental data suggested a complex regulatory mechanism that
relied in the presence of simple or double binding of the PckR regulator in the target

promoter sequences which would result respectively in an induction or a repression of

149




regulated genes in the presence of PEP, and inversely in the absence of the effector [45].
PckR was shown to regulate several genes of the glycolytic and gluconeogenic pathways
among which pckA and fbaB that possessed 2 PckR binding domains, and zwf, mgsA and
eda? that possessed a single PckR binding domain that were inversely regulated as
compared to pckA and fbaB. Similarly, in E. aridi, both the presence and the number of
PckR (PEG3052 in LMRO001) binding domains could be identified in the promoter regions
of these genes (data not shown) and similar expression profiles were found in E. aridi.
Indeed, we found previously that a salt stress resulted in a strong repression of both pckA
(PEG3563) and fbaB (PEG2954) and an induction of zwf (PEG714), mgsA (PEG118) and
eda2 (PEG3069) [15] which corroborates Di Cenzo and colleagues” work on S. meliloti and
would suggest, according to their regulatory model, that under salt stress, E. aridi cells
contain high levels of PEP. It should be noted that one of the 2 predicted ThuR binding
sites upstream of thuR and aglE contained the PckR conserved motif suggesting a possible
involvement of PckR in ThuR mediated regulation. di Cenzo and colleagues proposed
several scenarios including one that was based on a displacement of another negative
regulator thus enabling RNA polymerase to access the promoter. Given the fact that the
predicted PckR binding motif includes conserved nucleotides of the ThuR binding motif,
the ThuR regulator could be involved in modulating PckR regulated genes, however,
much work remains to be done to further characterize this complex regulatory
mechanism and a possible interplay.

The transcriptional regulation of rsiA1 and rsiB1 were also studied in the various
LMRO01 derivatives (Figure 7G and 7H respectively). Regarding the rsiAl relative
expression, we found that in comparison to the LMRO01 strain, three mutants
(AnesRAsahR, AthuR and AotsB) presented a lower expression while in contrast AsahR and
more importantly AiolR presented a higher relative expression. Regarding the rsiB1
expression, three mutants (AnesRAsahR, AiolR and AotsB) presented an increased
transcription level as compared with LMROO1. It is interesting to note that both rsiA1 and
rsiB1 relative expressions were increased in the AiolR strain as compared to the WT. Even

if additional experimental data are required, the presence of a putative IolR binding site

150



located in their promoter regions may be involved in modulating their transcriptional
regulation and supports a role of IolR in GSR tuning. Surprisingly, both AnesRAsahR and
AotsB strains presented a reduced expression of rsiAl while we observed stronger
expressions of rsiB1 as compared to the WT strain. Because the anti-anti-sigma factor
RsiB1 promotes RpoE2 recruitment to its operators through competitive binding to the
anti-sigma factor RsiAl, our results suggest that GSR regulation may be altered in these
mutants. Nevertheless, rpoE2 is co-transcribed with rsiA1 and the GSR is finely tuned and
requires RsiB1 phosphorylation through a phosphorylation cascade that is yet not fully
characterized, and studies are needed to functionally demonstrate the effects that these
mutations may have on GSR. Interestingly, both strains presented a strong induction of
the otsBA operon (Figure 7I) shown to be RpoE2 mediated suggesting that GSR was
activated in these mutants. Surprisingly, with the exception of the iolC gene that was
highly induced upon otsB deletion, the relative expression profiles obtained for
AnesRAsahR and AotsB strains were highly similar which contrast with their responses to
stress or their symbiotic performances. The fact that the otsB deletion resulted in an
induction of the otsBA operon suggests that in this mutant the cells accumulate the
phosphor-sugar trehalose-6P as the phosphatase OtsB is nonfunctional. Whether
tolerance to salt and symbiosis efficiency improvements are due to higher level of
trehalose-6P in the AotsB strain remains to be determined but further support that
trehalose and its phosphorylated derivative are key metabolites for stress adaptation and
plant growth promotion notably under abiotic stress [46]. Interestingly, Sengupta and
colleagues previously showed in yeast that trehalose phosphate synthase methylation by
a Cystein methyl transferase resulted in increased trehalose-6 phosphate biosynthesis
[47] further supporting possible interplay between SAM generating methionine cycling
and trehalose metabolism. Much work is however necessary to test whether such type of

post-translational regulation also occurs in bacteria.

4. Conclusions
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In order to decipher the complex response of E. aridi to an osmotic upshift, a
previous study based on RNA-seq enabled the identification of several metabolisms that
were altered by salt. Despite activation of regulatory genes involved in the GSR, a
deletion of the extra cytoplasmic function rpoE2 sigma factor encoding gene did not result
in phenotypic alterations which suggested that alternative regulatory mechanisms could
be recruited [15]. Here, a series of mutants in genes involved in the metabolisms of
trehalose (thuR, otsB), inositol (i0IR) and SAM generating methionine (nesR and sahR) that
appeared regulated upon salt stress were produced and phenotyped. To further describe
the possible regulatory circuits between these metabolisms that were differentially
regulated upon salt stress in the wild type LMRO0O01 strain, the transcriptional state of
selected genes and notably regulators involved in these metabolisms were assessed in
these mutant backgrounds using a promoter-gfp fusion based reporter system. The
results show that mutations in genes involved in the methionine cycling regulation
altered the symbiosis development and functioning with two compatible hosts
suggesting that a fine tuned regulation of the methionine and possibly SAM is required.
These mutants also showed a reduced growth in a medium containing 0.4 M of NaCl and
their motility were more strongly inhibited by salt than that of the wild type LMR001
strain which may reduce plant colonization and in planta rhizobial fitness. Surprisingly,
when the two genes nesR and sahR were deleted, the strain appeared more tolerant to
detergent, oxidative or acid stresses suggesting an alteration of the cellular membranes.
In contrast, mutants in the thuR or otsB genes resulted in improved symbiosis showing
that a modulation of the trehalose metabolism represents an interesting way to improve
symbiosis and thus plant growth which was also correlated with an improved growth in
a medium containing 0.4 M of NaCl. The transcription of genes encoding repressors IolR,
ThuR and SahR were induced when they were deleted suggesting autoregulation which
was shown in other bacteria for IolR and SahR and predicted for ThuR. We also found
that IolR was required for proper iolC induction, that was, in contrast, induced in AnesR,
AsahR; AthuR and AotsB suggesting that trehalose and methionine metabolisms regulation

can alter inositol catabolism that necessitate however additional experimental evidences.
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Nevertheless, if nesR promoter activity remained low in all mutant backgrounds, we also
found that the transcriptional state of the putative SahR repressor was also induced upon
thuR or iolR mutations which further demonstrate interplay between studied
metabolisms’ regulations. We also found that deletion of the iolR regulatory gene altered
thuR and thuE transcriptions. When the transcriptional regulation of the rsiA1 and rsiB1
genes was assessed in the studied mutants, different profiles were found depending on
the mutant. Indeed, the thuR deletion resulted in a lower transcription of rsiA1 that was
also found in the AotsB and AnesRAsahR strains. In contrast, the two later strains
presented a strong induction of the rsiB1 gene suggesting that despite no or little effect
single mutants AnesR or AsahR had on these genes’ transcriptions, a deregulation of the
methionine and trehalose metabolisms alter the GSR. Finally, GSR may also be influenced
by Inositol as both rsiA1 and rsiB1 genes appeared induced in the AiolR strain. Whether
these regulations are under the direct control of studied transcriptional regulators, that
possessed in some cases several putative binding motifs in their promoter regions, or
indirect through the involvement of yet unknown factors may now be further explored.
Nevertheless, the present study clearly shows that the stress responsive genes are
regulated by complex regulatory circuits and suggest interplay of stress responsive genes

involved in methionine, inositol and trehalose regulatory pathways.
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La bacterie Ensifer aridi LMROOL isolée du désert marocain est dotée de capacités multiples
intéressantes pour la survie dans des conditions environnementales difficiles. L’étude effectuée
sur cette espece a révelé des éléments importants sur les mécanismes moléculaires utilisés dans
’adaptation au stress générée par ces milieux de vies. Une étude préliminaire realisée sur les
données des séquencages des ARNseq a révelé que la Réponse Générale au Stress (par le RpoE2
sigma facteur) est induite par le stress salin. Cette premiére étude a également montré que 1’activité
du gene rpoE2 est non essentielle pour la bactérie pour persister en réponse au stress et pour
développer une symbiose. D’autres fonctions aussi importantes et induites par le stress salin,
comme le métabolisme et transport du tréhalose (géne ostB et thuR), I’activité du cycle de la
méthionine par 1’étude de ses deux principaux régulateurs (géne nesR et sahR), le catabolisme et
la régulation du catabolisme d’inositol (géne i0IR et i0lC) et d’autres fonctions apparaissent
réprimées comme la mobilité. Nous avons muté plusieurs génes révélés induits par le stress puis

¢valué leur implication dans I’adaptation au stress et le développement de la symbiose.

Les voies métaboliques des acides aminés contenant du soufre sont souvent actives en 1’’absence
de dioxygéne comme la voie de la biosynthese de la méthionine et de I’ Adomet qui sont impliquées
dans la machinerie de la biosynthése des macromolécules et dans le métabolisme intermédiaire
(Marsh e al., 2010; Sekowska et al., 2019). En effet, la méthionine est un précurseur métabolique
de la S-adénosylméthionine (AdoMet ou SAM), donneur unniversel de groupements méthyles et
qui sert de cofacteur essentiel a diverses méthyltransférases. L activité des méthyltransférases via
la SAM agit sur le contr6le du métabolisme de I'ADN et de I'ARN ainsi que dans 1’expression des
genes, sur la formation de nombreux métabolites de petite taille et sur des modifications post-
traductionnelles des protéines (Novichkov et al., 2014). La S-adénosyl-L-méthionine est un
substrat produit par une série d’enzymes impliquées dans le cycle de la biosynthese de la
méthionine. Cette molécule transfert du méthyle et a de nombreuses fonctions biologiques. Aussi,
elle joue le réle de précurseur des composés chélateurs des ions métalliques nicotianamine et
phytosidérophores, des hormones végétales gazeuse (éthylene) et la biosynthese des polyamines
spermidine et spermine. AdoMet est aussi la source des radicaux catalytiques, 50-
désoxyadénosyle, qui sont des produits intermédiaires de la réaction de la superfamille des
enzymes radicalaires (Roje 2006; Tehlivets et al., 2013). L’activité de la molécule S-adénosyl-L-

méthionine (AdoMet) produit la méthylation qui régule de multiples processus biologiques qui
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peuvent étre cruciaux pour la survie de la cellule. Plus de 50 methyltransférases dependantes de
I'AdoMet ont été découvertes et méthyles un trés grand spectre de composes cellulaires y compris
: des acides nucléiques, des protéines et des lipides. La réaction de méthylation par le transfert du
groupe méthyle aboutit a la production d’un sous-produit, par la conversion de I’Adomet en
AdoHcy (la S-adenosyl-L-homocystéine). Ce composé intermediaire est défini comme un
inhibiteur qui doit étre recyclée en Adomet et est soumis a une régulation fine. La S-adénosyl-L-
homocystéine hydrolase est la seule enzyme eucaryote et procaryote avec un potentiel d’hydrolyse
AdoHcy en adénosine et homocyctéine. Elle produit une réaction réversible et donne par
conséquence une réduction d’inhibition de I’activité de I’AdoHcy (Tehlivets et al., 2013 ; Danchin
2017; Sekowska et al., 2019). Le processus de recyclage de I'nomocystéine en méthionine, par les
processus de piégeage du soufre et la trans-sulfuration inverse, est associé a divers procédes de
récupération du soufre réduit (Cho et al., 2015 ; Sun et al., 2016). 1l nécessite des donneurs de
méthyle et la présence de divers composes, qui varient selon les organismes. Une méthyl-
tétrahydrofolate, méthyl-cobalamine et une variété de petites molécules méthylées [p. Ex. choline,
glycine bétaine (Zou et al., 2016), S-méthylméthionine (Li et al., 2016)] ce qui montre de multiples
associations fonctionnelles liées étroitement a I’activité de la cellule (Sekowska et al., 2019).
Deux genes régulateurs de réponse nesR (luxR) et sahR du cycle de la méthionine ont été identifiés
chez la souche Ensifer aridi LMR0OO1 associé respectivement dans 1’induction et la répression des
genes impliqués dans le cycle méthionine. Chez cette nouvelle espece, comme d’autres bactéries
types, le cycle de la méthionine est régulé par plusieurs systemes. Les régulateurs sont dépendants
des régulateurs de I'ADN (par exemple, des facteurs de transcription) et des régulateurs de I'ARN
(Novichkov et al., 2014). La régulation de la transcription des genes impliqués dans la voie
métabolique de la biosynthese de la méthionine/SAM est complexe et reste mal comprise. Afin
d’accroitre nos connaissances sur la régulation de ce métabolisme clé, la mutation des deux
principaux régulateurs nesR (luxR) et sahR est essentiel pour décrire et comprendre la réponse
transcriptionelle liée a 1’activité du cycle et son effet sur la physiologie et la réponse phénotypique
au stress de la souche Ensifer aridi LMROO1.

Nous avons pu montrer un effet négatif de la mutation des deux génes régulateurs du cycle de la
méthionine, nesR et sahR, sur le développement symbiotique et la mobilité de la bactérie ainsi que
sur la croissance de la souche en réponse au stress salin. Par contre la réponse des simples mutants
au stress oxydatif, au stress de détergent et a I’acide n’a pas été affectée en comparaison a la
réponse de la souche sauvage aux mémes stress. En revanche, la double mutation des deux génes
résulte en une tolérance accrue aux stress induits par des détergents, des oxydants et 1’acide, et a

généré en méme temps une diminution drastique de la tolérance au stress hyperosmotique salin.
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Cet impact de la double mutation des deux régulateurs du cycle de la méthionine sur 1’adaptation
des mutants est peut-étre di a des changements sur les composants de la paroi de la cellule
bactérienne. La double mutation a généré aussi une diminution sévere de la capacité des doubles
mutants a développer une symbiose et a contréler sa mobilité en fonction des changements des
concentrations de la salinité dans le milieu de culture. La délétion de génes impliqués dans la
régulation du cycle de la méthionine (nesR et sahR) a considérablement réduit le poids des pousses
des plantes pour Vachellia par rapport a la souche sauvage. De plus, la nodulation était également
significativement inférieure a celle de la souche LMROO01 sauvage chez V. tortilis ou chez V.
gummifera, lorsque les deux génes régulateurs ont été mutés. Ces données suggerent que la
régulation du cycle de la méthionine générant le donneur universel de méthyle SAM est importante
pour le bon développement de la symbiose et du fonctionnement des nodules. Nous avons
également pu montrer que le géne metK codant pour la SAM synthétase, MetK, impliquée dans le
cycle méthionine était régulé par les deux genes régulateurs, nesR et sahR. Il est intéresant de noter
que d’apres les données trasncriptomiques obtenues (Belfquih et al., 2021), le gene metK a été
montré comme le géne le plus induit par le stress hyperosmotique. Il a été montré que cette enzyme
pouvait interagir avec I'ARN chaperon Hfq et ainsi que d'autres ARNm. Ceci suggére que la
régulation post-transcriptionnelle épigenétique implique MetK et démontre la complexité de la

régulation du fonctionnement cellulaire notamment en réponse au stress.

Pour étudier le mécanisme de I’accumulation du tréhalose par la souche E.aridi LMROO1 via son
transport ou sa biosynthése. Le régulateur du transport et de I’utilisation du tréhalose, appelé thuR,
et Le gene ostB qui code pour I’enzyme Tréhalose-6-phosphatase ont été mutés. Le tréhalose est
un disaccharide constitué de deux unités de glucose liées par une liaison a, a-1, 1 (ou) '1, 1-a-
glycosurique. A ce jour, cing voies de synthése biosynthétique du tréhalose sont connues (Avonce
et al., 2006). La voie la plus étudiée de la synthése du tréhalose comprend une enzyme tréhalose-
6-phosphate-synthase (TPS), responsable de la production de la molécule intermédiaire tréhalose-
6-phosphate (Tre6P), codée par I'expression du gene ostA et une enzyme Tre6p-phosphatase (TPP)
codee par l'expression du gene ostB qui permet la production de tréhalose. Cette voie est
particulierement répandue chez les champignons et les micro-organismes vivants dans les milieux
arides. L'enzyme tréhalose-6-phosphate synthase est une glycosyltransférase capable d'utiliser un
donneur UDP-glucose pour catalyser la synthese de I'alpha, alpha-1, 1-tréhalose-6-phosphate avec
du glucose-6-phosphate. Cette enzyme est considérée comme I'enzyme clé dans la voie de synthese
du trehalose. L'activité de la tréhalose-6-phosphatase est fortement liée a plusieurs conditions de

stress comme la dessiccation, la déshydratation, la chaleur, le froid et I'oxydation. Toutes les études
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d'exploration évolutive basées sur les génes de biosynthese du tréhalose mettent en évidence la
formation de complexes protéiques ainsi que la bi-fonctionnalité de ces protéines dans certains
groupes de bactéries. Les conséquences physiologiques de la fonction et de la fusion des protéines
sont encore mal connues (Avonce et al., 2010). A coté de cette voie de synthése de tréhalose, chez
Ensifer aridi LMRO01, une deuxiéme voic de synthése TreY/TreZ a été identifiée. L’expression
des deux genes treY et treZ qui convertient des maltodextrines en tréhalose est induite sous stress
chez E.aridi LMROO01. Les analyses de transcription suggerent que le systéme était induit par la
présence du maltose/maltodextrine et réprimé par la disponibilité du glycose dans le milieu de
croissance de la bactérie. L'utilisation du maltose-maltodextrine est impliquée dans la formation
du biofilm d’entérocoque et la colonisation du tractus gastro-intestinal lors d'une infection
naturelle par L.monocytogene (Gopal et al., 2010). Les enzymes de transport et/ou d'utilisation du
tréhalose sont codées par I'opéron (thuEFGKAB. L’opéron est divisé en génes thuEFGK pour le
transport du tréhalose et les deux génes thuAB d’utilisation. Il est situé sur le chromide pSymB
chez les bactéries E. meliloti, M. loti, et Agrobacterium tumefaciens. Des analyses génétiques et
biochimiques ont montré que ces bactéries assimilent les disaccharides et produisent des dérivés
3-cétodisaccharides. Elles ont aussi montré que les genes thuAB codent pour les enzymes de
conversion des disaccharides en cétodisaccharides (Ampomah et al., 2013). Les génes thuA et thuB
sont induits in vitro par le tréhalose mais pas par le saccharose et I'étendue de son induction dépend
de la concentration en tréhalose disponible dans le milieu. Généralement, I'accumulation des
glucides augmente pendant la phase G1 du cycle de la croissance, lorsque les taux de croissance
des bactéries sont faibles et la disponibilité en sources de carbone ou en azote est minime.
L’accumulation est aussi corrélée avec l'activation transcriptionnelle des génes liés au glycogene
et au tréhalose (Hazelwood et al., 2009). Chez la souche Ensifer aridi, la biosynthese et
I’accumulation du tréhalose, comme pour d’autres especes bactériennes, occupent des rdles
importants (Makihara et al., 2005). Le tréhalose est un élément présent dans la rhizosphere. 1l aide
les bactéries (comme 1’ E. meliloti) & améliorer leur niveau d’adaptation aux stress et a produire
une meilleure interaction avec la plante (Murphy et al., 2005). Les génes thuA et thuB codent
respectivement pour la glutamine amido transférase et la NAD (H) déshydrogénase dépendante.
L’induction de la synthése et de ’accumulation de tréhalose dépend principalement de la
concentration de tréhalose disponible dans le milieu de vie de la bactérie. Ainsi, I’induction in
planta du gene thuB est visible lors de I’infection et ne se produise pas dans les bactérioides
(Ampomah et al., 2013). Une étude comparative entre les bactéries mutées au niveau du géne thuB
et les bactéries sauvages de la méme espece a révélé une différence de réponse lors de I’infection.

Les bactéries thuB mutées ont montré une absence de compétitivité avec les bactéries sauvages,
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avec une repression des géenes cataboliques et de synthese du tréhalose chez les mutés et une
induction de ces génes chez les bactéries sauvages.

Les deux mutants E.aridi AthuR et E.aridi AotsB ont généré une augmentation de la capacité de la
souche Ensifer aridi LMROO1 a développer la symbiose comparée a la souche sauvage, avec une
augmentation trés importante de la croissance des plantes et de la nodulation. Aussi, les deux
mutants ont révélé une forte capacité a tolérer les fortes concentrations de sel avec une croissance
bactérienne rapide dans les concentrations qui dépassent les 0,4M de NaCl. Ces résultats relévent
I’importance du contrdle de I’accumulation du tréhalose via la régulation de son transport et la
régulation de ces voies métaboliques dans I’amélioration des capacités des bactéries en réponse a
des environnements difficiles et fluctuants. Le phénotype du mutant ostB révélé par les résultats
d’inoculation et les résultats de la tolérance au stress salin reléve un intérét biotechnologique de la
molécule phospho-sucre, Tréhalose-6-phosphate, dans I’amélioration des capacités adaptatives
dans les environnements arides. Récemment, il a été démontré que Tréhalose-6-phosphate agissait
non seulement comme soluté compatible mais aussi comme molécule de signalisation dans la
plante. En modulant I'état de phosphorylation de la SnRK1, une protéine kinase centrale impliquee
dans la coordination du développement de la plante. Le Tréhalose-6-phosphate conduit a une
amélioration de la croissance de la plante en situation de stress. D’ou la nécessité de faire des
études plus approfondies sur le mutant ostB pour voir si les effets sont liés a I'amélioration de la
condition physique et/ou de la signalisation.

Les génes impliqués dans le catabolisme de 1’inositol (iolA et iolRCDEB) ont été identifiés comme
fortement exprimés sous stress par 1’étude transcriptomique. Ce métabolisme est identifi¢ aussi
dans les génomes de Ensifer meliloti et de Bacillus subtilis. Les bactéries Ensifer meliloti et Ensifer
aridi ont le potentiel d’utiliser la molécule myo inositol comme la seule source de carbone. Une
étude fonctionnelle a été réalisée chez E. meliloti et a montré que les génes iolA, smc01163 et
i0IRCDE nécessaire pour la croissance de la bactérie avec le myo-isomére, et aussi pour une
croissance avec les deux molécules scyllo- et D-chiro-inositol comme source de carbone. La myo
- et surtout la scyllo-inositol sont décrites comme des sources de carbone excellentes pour la
croissance d’E.meliloti comparablement a d’autres sources de C. Tels que le glucose, le glycérol
ou le succinate. A I’inverse, la croissance de la bactérie B. subtilis ne s’avere pas efficace avec le
myo/ scyllo-inositol comparé avec le glucose. Les études ont montré aussi que le gene iolR
régulateur est situe en amont de la séquence des genes (iolCDEB). Il joue un r6le de régulation

négative de I’expression de ces genes. L’expression des deux enzymes myo - et les
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déshydrogénases scyllo-inositol était 4 a 7 fois plus élevée chez le mutant iolR que chez le sauvage
(Kohler et al., 2010, Kohler et al., 2013).

L’étude transcriptionnelle réalisée par 1’utilisation de fusions des régions promotrices de génes
d’intérét au géne -gfp dans les mutants décrits dans cet article a montré qu’il existait des
interactions entre les voies métaboliques de I'inositol, la méthionine et du tréhalose. Nous avons
constaté que la mutation du gene iolR, répresseur des génes du catabolisme d’inositol entraine une
induction de sa propre transcription, et une répression de la transcription du gene iolC. Ceci
suggere que la régulation du catabolisme de 1’inositol implique d’autres facteurs. Une séquence
proche du site de fixation d’IolR a été trouvée dans la région intergénique des genes rsiAl-rsiB1,
avec un chevauchement avec le site de fixation de la protéine régulatrice RpoE2 prédit situee en
amont du rsiB1. Ceci suggére également que le répresseur loIR est potentiellement impliqué dans
la modulation de la réponse générale au stress GSR. De plus, nous avons également trouvé deux
motifs proches de la séquence consensus du site de liaison du facteur ecfG sigma RpoE2 situés en
amont du géne iolR, avec un chevauchement avec le site de liaison du répresseur IoIR. Ces données
suggerent la présence d’une régulation croisée entre les deux régulateurs IolR et RpoE2. Nous
avons également pu identifier un site de fixation de IolR en amont d'un systéme de transport
d’inositol de type ABC prédit (PEG5307-5306-5305) qui est également induit par le stress salin.
Nous avons aussi trouve un site de liaison de 10IR en amont du géne nesR suggérant la présence
d’une régulation potentielle du cycle de la méthionine dépendante de 1’activité de la protéine [olR.
Egalement, la transcription du géne iolC s’est révélée plus élevée dans les souches AnesR, AsahR,
AthuR et AotsB, tandis que sa transcription s’est révélée trés basse chez le double mutant AnesR
AsahR. Ces données indiquent la présence d’une régulation complexe et interdépendante de ces

métabolismes, mais des travaux de recherche supplémentaires sont encore nécessaires.

Dans la caractérisation de 1’expression des geénes du transport et du métabolisme du tréhalose.
Nous avons constaté que 1’expression relative du géne thuR est induite dans le mutant thuR, avec
une forte induction du géne thuE. En revanche, I’induction du géne thuR dans le mutant 4io/R a
géneré une répression du géne thuk par rapport a LMROO1. Ces resultats suggerent que le géne
thuR est un répresseur de sa propre transcription et de la transcription des genes thuEFGKAB.
Nous avons aussi constaté une forte répression de thuR dans le mutant AotsB et dans le double
mutant AdnesR AsahR. La transcription du gene thuR est dépendante de RpoE2 chez E.aridi
LMROO1. La séquence du motif GGAAA-N17-AGAT de fixation de la RpoE2 trouvée a été
identifiée entre les deux motifs de reconnaissance de ThuR en amont du gene thuR. Des sites de
liaison de la ThuR ont été aussi trouvés en amont des deux génes folD et metC impliqué dans le
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métabolisme de la méthionine. L’expression du géne sahR s’est montrée induite dans le mutant
thuR, soutenant I'implication de la ThuR dans la régulation du cycle de la méthionine. De plus,
nous avons également trouvé le motif de liaison de la ThuR putatif une fois en amont de iolR et
deux fois avant iolY. Ces études de I’activité trasncriptionnelle par fusion de promoteurs a la gfp
suggerent une implication de ThuR dans la régulation du catabolisme de I'inositol. Car la
transcription du géne iolR est induite dans le mutant AthuR. L'expression relative de nesR est faible
pour les trois mutants des régulateurs du cycle de la méthionine ce qui rend difficile
I’interprétation. En revanche, le régulateur sahR a montré des niveaux d’expressions
significativement différentes dans les différents mutants testés. Avec une expression tres élevé
dans le 4sahR, une induction relativement élevée chez le AnesR et une induction tres basse pour
le double mutant. L’induction du géne sahR chez le mutant AsaAR une autorégulation de I’activité
transcriptionelle de ce géne. Nous avons relevé la présence du site de fixation de la protéine SahR
en amont du gene sahR, et en amont des génes cibles du cycle de la méthionine ahcY, metH, metK
et bhmT. L’activité transcriptionnelle du géne sahR s’est montrée aussi élevée dans les mutants
AiolR et AthuR, et dans le mutant étudié dans I’article 1 ArpoE2 ce qui montre la complexité des
réseaux de régulation impliqués chez la bactérie dans le contréle de ces métabolismes.

La régulation transcriptionnelle du gene rsiAl dans a la souche LMROO1 par rapport aux trois
mutants AnesR AsahR, AthuR et AotsB présente une expression plus faible. Au contraire, pour la
souche AiolR, elle s’est révélée induite. Le géne rsiB1 apparait moins exprimé dans la sauvage par
rapport aux trois mutants (dnesR AsahR, AiolR et AotsB). Les deux génes rsiAl et rsiB1 étant plus
exprimés dans la souche 4io/R que dans la souche sauvage et ayant identifié un motif de liaison
de IoIR situé au niveaude leur région promotrice, il est donc tentant de spéculer sur ue possible
implication de IolR dans la modulation de la GSR. D’autre part, chez les deux mutants AnesR
AsahR et AotsB, I’induction de I’expression du facteur anti-anti-sigma RsiB1l suggére une
stimulation de I’activité régulatrice de RpoE2 par une liaison compétitive au facteur anti-sigma
RsiAl. Cependant, la cascade de phosphorylation n’est pas encore entiérement caractérisée et de
nombreuses études sont nécessaires afin de mieux cerner les bases de la régulation de la GSR, et

identifier les déterminants impliqués.

L’étude transcriptomique basée sur le séquengage des ARNS a été realisée pour explorer les
mécanismes/fonctions potentiellement impliqués dans la réponse adaptative de la nouvelle espece
E. aridi au stress osmotique. Elle a permis d'identifier et de sélectionner des métabolismes affectés

par I’ajout de sel dans le milieu de culture. La mutagénese dirigée par délétion des genes ciblés
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differentiellement exprimés en réponse au stress salin a été réalisée. Ainsi, des génes impliqués
dans le cycle de la méthionine générateur de la SAM (genes régulateurs nesR et sahR), la régulation
du transport et de I’utilisation du tréhalose (gene régulateur thuR) ou impliqué dans sa biosynthése,
(otsB) et le catabolisme de l'inositol (géne régulateur iolR) ont été mutes et étudies. Des tests
phenotypiques ont été réalisés sur les mutants des genes cibles et comparés a la souche sauvage.
Les mutations des genes régulateurs du cycle de la méthionine ont modifié la capacité de la souche
a développer des symbioses fonctionnelles avec leurs plantes hétes compatibles. Ils ont également
montré une réduction de la tolérance et la motilité en réponse au sel et une induction de la tolérance
aux stress détergents, oxydatifs ou acides. Ceci suggére que la régulation de la méthionine, et le
contrdle de I’activité et de la synthése de la SAM, sont essentiels pour la colonisation et I’infection
des plantes. Par contre, la mutation des deux genes impliqués dans la synthése et la régulation du
transport et de I'utilisation du tréhalose a généré une amélioration de la symbiose et de la tolérance
aux stress hyperosmotique suggérant une relation étroite entre 1’accumulation du tréhalose et
I’amélioration des potentiels adaptatifs de la bactérie en réponse aux conditions de stress extrémes,
a I’état libre et en symbiose. L’étude de la transcription des genes régulateurs iolR, thuR et sahR a
révélé une induction de ces genes apres leur mutation suggérant des mécanismes d’autorégulation.
Nous avons également constaté qu’il existait probablement une régulation croisée entre les voies
métaboliques du tréhalose, méthionine et I’inositol. En effet, la mutation des génes thuR et iolR
résulte dans I’induction du géne répresseur du cycle méthionine sahR, et la mutation du gene iolR
a généré une modification de I’expression des génes thuR, thuE. La mutation des genes thuR, otsB
et la double mutation des génes nesR et sahR a réduit I’expression du géne rsiAl et induit
I’expression du gene rsiB1. Bien qu’il reste de nombreuses études a réaliser afin de déterminer les
mécanismes impliqués dans la régulation de ces métabolismes, nos données suggerent une
interdépendance entre la régulation du métabolisme du tréhalose et du cycle de la méthionine avec
la régulation de la réponse générale au stress GSR. Plus globalement, la présente étude montre
clairement qu’il existe une interaction dans les schémas de régulation des génes impliqués dans
les métabolismes de la méthionine, de I'inositol et du tréhalose et il reste a déterminer si cette

régulation est directe ou indirecte et quels sont les facteurs additionnels impliqués.
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CHAPITRE V

Discussion, conclusion générale et perspectives
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L’¢tude transcriptomique effectuée sur Ensifer aridi LMR001, a montré que sous I’effet d’un stress
modéré salin (milieu TY ajusté avec 250 mM de NaCl), ou hydrique (milieu TY ajusté avec du
PEGB8000 a 12%), de nombreux genes étaient régulés. On a pu noter, en particulier une répression
sévere des genes impliqués dans la motilité et la chimiotaxie. De plus, ces stress ont affecté
I’activité des métabolismes de la méthionine, de I’inositol, le transport et I’accumulation du
tréhalose, 1’activité du systéme de régulation li¢ a la membrane cellulaire de la bactérie E. aridi

(Belfquih et al., 2021).

Le stress salin, en particulier active des genes impliqués dans la voie du cycle de la méthionine,
dont deux génes de régulation nommes nesR et sahR. Un troisiéme régulateur potenitel du cycle
de la méthionine, appelé metR a été identifié mais s’est montré légérement réprime chez E. aridi
LMROO01. Le gene bhmt qui code pour la bétaine-homocyctéine-S méthyltransférase est également
surexprimé en condition de stress salin. Le cycle de la méthionine est un processus responsable de
la méthylation (le transfert du groupe méthyle) a plusieurs molécules clés, comme les acides
nucléiques, les dérivés de la molécule d'inositol et peut étre impliqué dans la biosynthése des
polyamines ou la production de la glycine bétaine (Sanchez-Aguayo et al., 2004). Ces réactions
métaboliques peuvent étre importantes pour I'adaptation au stress, par exemple, 1’utilisation de la
glycine bétaine comme osmoprotecteur ou des dérivés d'inositol comme piégeurs des radicaux
libres (Bohnert et al.,1995; Bohnert et al.,1996). Les changements de la transcription des génes
liés au cycle de la méthionine sont corrélés avec des réponses adaptatives de la cellule au stress.
Par exemple les plantes de tomate sous stress ont révélé que la production des molécules SAM (S-
adénosyl-méthionine) augmentait parallelement avec I'augmentation de la production des tissus
lignifiant de la plante pour protéger les tissus végétatifs (Sanchez-Aguayo et al., 2004). Une étude
amontré que les feuilles d'orge soumises a des stress salins, secs et froids montraient une induction
du gene hvM, homologue au gene metH. Le géne metH code pour la S-méthionine synthase (Narita
et al., 2004). Chez les rhizobiums également, le gene metH est lié a la tolérance au stress. En effet,
chez E. fredii, la mutation du gene metH a généré une sensibilité du mutant en réponse au stress
salin. De méme, chez E. meliloti, le mutant 102F34 AmetH s'est avéré trés sensible au stress salin.
Le potentiel de croissance des mutants 102F34 AmetH en présence du sel a été restaure avec I'ajout
de la glycine bétaine (Barra et al., 2006 ; Jiang et al., 2004). Au niveau de la relation symbiotique
plante-microbe, il a été montré que pour E. meliloti, I’altération de la synthése de la méthionine

génere des défauts de compétitivité pour la nodulation. Le mutant E. meliloti 102F34 AmetH a
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montré une compétitivité défectueuse pour la nodulation en co-inoculation avec la souche sauvage
(Barra et al., 2006). De plus, la mutation du gene metA, impliqué dans la biosynthese de la
méthionine chez E. meliloti Rm2021 a montré une nodulation retardée par rapport a la souche
sauvage (Barra et al., 2006, Pobigaylo et al., 2008). Ces travaux montrent que 1’activité du cycle
de la méthionine a un effet sur la capacité d’infecter les racines et a former des nodules fonctionnels
(Barra et al., 2006 ; Pobigaylo et al., 2008). La plante a également la capacité de produire de la
méthionine qui peuvent étre utilisées par les bactéries pour augmenter les chances de succes de
I’intéraction symbiotique (Pobigaylo etal., 2008 ; Barra et al., 2006 ; Abbas et al., 2002 ; Kerppola
etal.,1988 ; Kimet al., 1988 ; Taté et al., 1999). Les trois mutants E. aridi LMR0O01 AnesR, AsahR
et AsahRAnesR ont donné des réponses physiologiques et phénotypiques. Une faible croissance
cellulaire sous effet du stress salin et une modification de la sensibilité en réponse aux stress induits
par un détergent, de 1’acide et au stress oxydatif ont pu étre observées. De plus, nous avons constaté
une formation abondante des nodules de taille treés petite et blanche, apres un temps de croissance
de 6 mois des plantes inoculées confirmant que la dérégulation du cycle de la méthionine impliqué
dans la production du SAM et donc de la capacité de méthylation de rhizobium impacte leur
capacité a fixer I’azote. La mobilité des mutants s’est montrée aussi tres affectée sous ’effet du
stress salin. La sensibilité de la souche double mutée AsahRAnesR en réponse aux stress acide et
oxydatif s’est révélée différente des souches simples mutants. Cette variabilité a été aussi visible
au niveau de sa mobilité en réponse au stress salin. Lorsque le double mutant montre une faible
sensibilité au stress d’acide et au stress oxydatif, la mobilité a augmenté dans le milieu sans sel
alors qu’elle est réduite sous stress salin. Ces resultats montrent également que le déréglement de
la régulation du cycle de la méthionine via la mutation des deux régulateurs a peut-étre provoqué
une altération au niveau de la membrane cellulaire. Cette altération a agi sur la régulation de la
mobilité, le contrdle des systémes d’adaptation au stress et I’efficacité de la bactérie a développer
une symbiose fonctionnelle avec les plantes.

La régulation du cycle de la méthionine est tres complexe. Plusieurs facteurs environnementaux et
régulateurs agissent sur son fonctionnement et sur le contréle de ces activités. Dans le cas de la
bactérie Ensifer aridi, on a pu identifier deux principaux régulateurs nesR et sahR ainsi qu’un
homologue de metR. Chez E. meliloti, le géne nesR est un régulateur de type « orphelins ». Il code
pour la protéine NesR, paralogue de ExpR, qui agit sans 1’activité du géne sinR. Les genes sinR/I
et expR sont directement impliqués dans le contrdle de la production d'exopolysaccharides EPS I,
un élément essentiel pour le processus symbiotique (Marketon et al., 2003 ; Pellock et al., 2002).

Ils sont également impliqués dans la répression de la motilité, la chimiotaxie et la production de
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succinoglycans de faible poids moléculaire (Hoang, Gurich, et Gonzalez 2008; Hoang, Becker, et
Gonzélez 2004; Glenn et al., 2007)). La souche E. aridi LMRO001 a montré une induction partielle
des genes impliqués dans les exopolysaccharides en réponse au stress salin et hydrique. Le locus
sinR/I est impliqué dans la production et la régulation d'une gamme d'AHL (C12-HSL,C14-HSL,
30-C14-HSL, C16:1-HSL, 30-C16:1-HSL et C18-HSL ) (Marketon et al., 2002 ; Gonzélez et al.,
2003 ; Teplitski et al., 2003). L’expression d'expR est impliqué dans la régulation de la motilité
via deux protéines de type LuxR appelées VisN et VisR. L’activité des génes VisSN/visR induit
I’activité des geénes impliqués dans la formation des flagelles, la régulation de la chimiotaxie
(Bahlawane et al., 2008 ; Hoang, Gurich, et Gonzalez 2008 ; Sourjik et al., 2000). Ces deux genes
se sont révélés chez Ensifer aridi LMROOL1 réprimés par I’effet du stress. Le processus d'inhibition
de la mobilié chez Ensifer aridi peut étre explique par la répression des deux génes visN/visR.
L’activité de la protéine ExpR en cas de la forte densité cellulaire peut aussi agir sur la régulation
de la mobilité. VisN va agir ensuite par inhibition de I'expression des genes responsable de
I’assemblage et de 1’activité des flagelles via la protéine Rem qui génére par conséquence une
diminution de la motilité et de la chimiotaxie (Bahlawane et al., 2008). Chez Ensifer aridi
LMRO001, deux systemes de régulation activés ont éteé identifiés. Avec une activation du systeme
LuxR/Luxl en situation de stress hydrique ; une activation du gene sinR qui est un régulateur
orphelin de type LuxR en situation de stress salin. Les protéines de la famille LuxR sont composees
de deux domaines fonctionnels : le domaine C-terminal avec un motif de liaison & I'ADN hélice-
tour-hélice (HTH) et le domaine N-terminal de liaison AHL. Fait intéressant, il existe également
un autre sous-groupe de protéines de la famille des luxRs orphelines qui ont la méme structure de
domaine de liaison avec I’AHL classique et un C-terminal et le domaine de liaison a I'ADN HTH
(Gonzalez et al., 2013; Patankar et Gonzalez 2009; Subramoni et Venturi 2009; Fuqua 2006). Les
protéines LUxR solo permettent aux bactéries de détecter des signaux endogenes et exogeénes et
contrélent la régulation de la transcription de plusieurs génes cibles (Sabag-Daigle et al., 2015).
Chez plusieurs bactéries, la régulation du systeme QS est importante pour le développement de la
symbiose, la virulence, la mobilité, la biosynthese des métabolites secondaires et la formation de
biofilm (Miller et al., 2001; Whitehead et al., 2001). Chez E. meliloti, en absence de I’expression
du gene de type solo LuxR nesR, I’espression de nombreux génes tels que metH, bmt, metK, metF
et ahcY se révéle non induite méme sous stress (Qian et al., 2014). Chez Ensifer aridi, ces génes
ont été induits par le sel et I’activité du géne nesR s ‘est également révélée aussi surexprimeée. Ces
résultats suggeérent que le géne nesR est un gene régulateur activateur des genes impliqués dans le
cycle de ma methionine. L'expression des deux genes metK et metF est réduite de six a cing fois

pour le mutant nesR. Egalement I'expression du géne bhmt apparait réduite de quatre fois pour le

172



mutant nesR par rapport a la souche sauvage chez E. meliloti (Qian et al., 2014).De plus,
I'expression du géne metH a également été réduite par la mutation du géne nesR. La mutation de
nesR n'a pas affecté le potentiel de la croissance des bactéries sans stress. Cependant, en présence
d’une forte concentration de sel, la croissance du mutant nesR était trés faible par rapport a la
souche sauvage (Qian et al., 2014). Des réponses similaires ont été montrées dans des expériences
appliquées sur la croissance du mutant Ensifer aridi AnesR dans les conditions de croissance avec
stress salin. En plus de nesR, nous avons identifié un autre géne régulateur de transcription des
genes impliques dans le cycle de la méthionine nommé sahR. Ce géne appartient a la famille des
régulateurs de type ArsR. L'étude de Novichkov a permis de montrer que la liaison de la protéine
SahR aux promoteurs des génes cibles produit une inhibition de leurs expressions. Une étude de
génomique comparative de 62 protéobactéries suggere que le régulon SahR est conservé. Il
comprend les enzymes requises pour le cycle du SAM : SAH hydrolase AhcY, les enzymes de
biosynthése de la méthionine MetE/MetH/MetF et la SAM synthétase MetK. Le gene sahR
représente un nouveau type de régulateur transcriptionnel qui contréle le métabolisme des acides
aminés soufrés. Il a été démontré chez Delta-proteobacterium-Desulfo-vibrioalaskensis que SahR
est un régulateur inhibiteur d’expression qui répond a [D’accumulation de la S-
adénosylhomocystéine (SAH) dans la cellule. Le niveau élevé de la SAH (S-adénosyl-
homocystéine) empéche la liaison de la protéine SahR avec ses opérateurs d'/ADN et induit par
conséquence l'expression de tous les genes du cycle S-Aadénosyl-Méthionine régulés par le gene
sahR. La SAH se produit de la SAM apres le transfert du groupement méthyle (Novichkov et al.,
2014). Des Lors le rapport SAM/SAH dans la cellule est finement régulé. La fonction
physiologique de la SahR chez E. aridi LMRO0O01 reste & démontrer mais ces travaux suggére une
fonction similaire et permet a la cellule de réguler 1’activité du cycle de la méthionine.

Les génes impliqués dans le catabolisme de I'inositol (iolA et iolRCDEB) ont également été induits
sous stress pour Ensifer aridi LMRO01. Ces genes sont également présents dans le génome
d'Ensifer meliloti et dans le génome de la bactérie Bacillus subtilis. L'étude fonctionnelle par
mutagénese des genes iolA, smc01163 et iolRCDE de Ensifer meliloti a montré une relation entre
l'expression génique de ces genes et la croissance de la bactérie. L’expression des génes impliqués
dans le catabolisme d’inositol est essentielle pour la croissance de la bactérie pour I’utilisation du
myo-isomeére, ainsi qu'a la croissance avec deux molécules scyllo- et D-chiro-inositol comme
sources de carbone. La myo-inositol déshydrogénase est responsable de I'oxydation du D-chiro-
inositol. Le géne smc01163 est également essentiel a la croissance avec le myo-inositol et code
pour la famille IdhA/MocA/GFO. Le myo-inositol et surtout le scyllo-inositol sont révélés comme

de bonnes sources de carbone pour E.meliloti comparés a d'autres sources de C, comme le glucose,

173



le glycérol, ou le succinate. Une étude faite sur un locus génetique requis pour le catabolisme de
l'inositol comme seule source de carbone, qui a été cloné a partir d’E. meliloti (Kohler et al., 2010),
a confirmé que le géne de régulation iolR situé en amont des génes (iolCDEB) joue le réle de
répresseur. En effet, I'expression des enzymes du catabolisme d’inositol était 4 a 7 fois plus élevée
dans la souche iolR mutante en comparaison de la souche sauvage. Les auteurs ont également
trouvé que la mutation du gene iolR réduit la capacité de compétition avec la souche sauvage pour
leur propre plante hote (Kohler et al., 2010). Une grande variété de bactéries associée a la vie dans
le sol et dans les plantes, a été décrite avec la capacité de degrader le myo-inositol, comme
Klebsiella pneumoniae, R. leguminosarum bv. viciae, B. subtilis et E. meliloti (Moreira et al.,
2008).

Chez K. pneumoniae et R. leguminosarum bv. viciae, la voie de dégradation de I'inositol implique
les enzymes myo-inositol déshydrogénase et 2-céto-myo-inositol déshydratase. Comme aussi
identifié pour la souche Ensifer aridi LMRO001, ou le gene du myo-inositol déshydrogénase (idhA)
qui a été montre comme essentiel pour I'utilisation du myo-inositol. De plus, les souches mutantes
de E. meliloti avec une insertion dans le gene de la myo-inositol déshydrogénase se sont avérées
incapables d'utiliser la rhizopine. Les souches qui abritaient une mutation dans le gene du myo-
inositol déshydrogénase et ne présentaient pas d'activité myo-inositol déshydrogénase étaient
incapables d'utiliser le myo-inositol comme seule source d'énergie carbonée et incapables de
cataboliser la rhizopine. La rhizopine est un dérivé de l'inositol qui joue un réle dans les
associations symbiotiques fixatrices d'azote entre certains membres des Rhizobiaceae et les
Iégumineuses dans les nodules (Avonce et al., 2006).11 est intéressant de noter que la présence des
génes de synthése et de catabolisme de la rhizopine est rare parmi les différentes souches de
Rhizobiaceae. Seules trois souches d’E. meliloti de 50 isolats testés se sont avérées capables de
synthétiser et de cataboliser la rhizopine, et de posséder les génes de synthése et de catabolisme
de la rhizopine (rnoc). Dans une autre étude appliquée sur plus de 300 souches, seulement 12
souches de E. meliloti et neuf de Rhizobium leguminosarum bv. viciae se sont avérées capables de
cataboliser et de synthétiser la rhizopine. Les souches rhizobiennes capables de synthétiser et de
cataboliser la rhizopine présentent un avantage compétitif dans la rhizosphére par rapport aux
autres microorganismes. Dans notre étude, la mutation au niveau du géne régulateur de cette voie
catabolique ioIR chez E. aridi génére une croissance bactérienne similaire a la souche sauvage
avec une légere retardation de la phase stationnaire en réponse au stress salin a une concentration
de 0,4M de NaCl. Au niveau de la mobilité et la sensibilité aux stress acide/oxydatif/ détergent, ou
du développement symbiotique, aucun effet significatif n’a été révélé par la mutation mis a part

une meilleure croissance racinaire chez le mutant de iolR par rapport a la souche LMROO01.
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L’absence de séquence du gene i0IR a perturbé I’expression de plusieurs génes, rpoE2, rsiAl,
rsibl, iolC et les génes de la biosynthese et du transport du tréhalose ce qui montre la complexité
des réseaux de régulation chez les rhizobiums qui apparaissent interdépendants mais nécessite
encore des études afin d’étre clarifiés.

La voie de la biosynthése et le transport du tréhalose sont aussi induits sous effet du stress chez E.
aridi LMRO001. La mutation au niveau du géne otsB qui code pour une enzyme glycosyles
phospho-transférase (la tréhalose-6-phosphatase) chez la bactérie E. aridi a révélé une
amélioration de la croissance dans les conditions de stress a 0,4M. L’efficience symbiotique
estimée par la croissance végétale des plantes hotes ainsi que la nodulation sont également
ameliorées dans le mutant otsB. L'accumulation des glucides s’accentue généralement pendant la
phase G1 du cycle de la croissance bactérienne. Lorsque les taux de croissance des bactéries sont
faibles et les sources en carbone sont tres forte (Paalman et al., 2003). Ceci est corrélé avec la
disponibilité et I’accumulation du glycogeéne et du tréhalose (Hazelwood et al., 2009 ; Brauer et
al., 2008). Il est intéressant de savoir que pendant la phase stationnaire de croissance bactérienne,
I'accumulation de tréhalose ne s'accompagne pas avec une activité élevée des enzymes tréhalose
6-P synthase. Il a été démontré que Tre6P est impliqué dans la régulation du métabolisme des
phospholipides, la formation des veésicules, le métabolisme du carbone et de I'énergie et
I’homéostasie Pi/ATP. Ainsi, on peut suggérer que le contréle du métabolisme de la biosynthese
et ’accumulation de glycogene et du tréhalose est fortement li¢ aux changements de conditions de

vie de la cellule bactérienne et les phases de croissance cellulaire.

La molécule de tréhalose a une propriété unique. Elle peut protéger les cellules membranaires de
la dessiccation en stabilisant les protéines (Singer et Lindquist 1998). La propriété de ce
disaccharide a aussi le potentiel d’activer le régulateur transcriptionnel pour la réponse au choc
thermique ou pour la réponse au stress salin chez les eucaryotes. Elle est aussi définie essentielle
dans la production de la protéine Hsfl (Conlin et Nelson 2007; Bulman et Nelson 2005; Amoros
et Estruch 2001). Le tréhalose peut protéger les cellules contre les radicaux et contre la toxicité de
I'éthanol (Voorst et al., 2006 ; Benaroudj et al., 2001). L'accumulation de tréhalose a été aussi liée
a la virulence chez les levures pathogénes (Al-Bader et al., 2010). Chez P. aeruginosa, il a été
montré que le tréhalose favorise I'utilisation de I'azote lors de I'infection des plantes (Djonovi¢ et
al., 2013). Chez Aspergillus fumigatus, la protéine tréhalose-6-phosphate synthase est codée par
quatre genes tpsA, tpsB, tpsC et tpsD. L'expression des deux genes tpsA et tpsB s'accompagne
d'une accumulation de tréhalose au cours du cycle de vie du champignon pathogéne. Sous les effets

du choc thermique, A. fumigatus accumule une grande quantité de tréhalose qui favorise la viabilité
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et la croissance des spores. De plus, une mutation des génes tpsAB diminue la viabilité du
champignon et provoque un défaut de croissance et un défaut de la sporulation du champignon. La
mutation affecte donc la virulence, la morphologie et la paroi cellulaire des champignons (Al-
Bader et al., 2010). Egalement, la quantité de tréhalose accumulée par les rhizobiums influence
I’abondance des nodules dans la plante et la survie des bactéroides dans les nodules. La teneur en
tréhalose dans les bactéroides de B. japonicum augmente avec I'dge de la plante hote (Streeter
1985a). Ici, les données transcriptomiques suggerent 1I’accumulation du tréhalose par le biais de la
synthese de novo et la réduction des genes d’utilisation (thuAB) pour la bactérie E. aridi LMR001
ce qui pourrait contribuer a améliorer le niveau de la tolérance au stress et la symbiose. Dans le
cadre de nos travaux, nous avons pu montrer que les mutants des génes otsB générant
probablement une accumulation de tre6P et de la régulation du transport et de I’utilisation du
tréhalose thuR génerent une amélioration de la croissance des plantes inoculées suggérant que non
seulement le trehalose mais également le tre6P représentent des molécules d’intérét en

biotechnologie pour I’amélioration de la symbiose fixatrice d’azote.

Nous avons également montré une réduction de la mobilité chez E. aridi sous I’effet du stress. La
motilité bactérienne est liée a Pactivité des genes de la biosynthése et du fonctionnement des
flagelles. Dans le sol, les bactéries sont soit attirées par les nutriments comme les sucres, les acides
aminés, I'oxygeéne ou repoussées par des substances répulsives (Kentner et al., 2006). La motilité
améliore aussi le niveau de la pathogenése des microbes. Elle permet aux bactéries de se disperser
et explorer de multiples zones et facilite ainsi ’identification de sites d'infection. Le fait que la
bactérie réduise sa mobilité a la suite d’un stress hyperosmotique peut en partie expliquer I’impact
négatif que ce type de stress sur le développement symbiotique et en particulier les phases précoces
de I’infection. Cela montre aussi qu’il est préférable d’inoculer en masse des microorganismes
symbiotiques afin d’assurer un contact entre les racines et les rthizobiums si 1’on souhaite améliorer

la symbiose dans un sol ou I’on retrouve ce type de stress.

La présente étude a aussi mis en évidence 1’implication au niveau transcriptionnel de la GSR avec
I’activation des genes codant pour PhyP-PhyR-NepR-cE chez la bactérie symbiotique E. aridi
LMROO01. La cascade de signalisation PhyR-NepR-cE est connue comme facteur trés important
dans le processus de la réception des informations requises des changements externes vers 1’espace
intracellulaire. 1l a été montre chez E. meliloti que I’activité de RpoE2 est régulée négativement
par deux facteurs anti-sigma paralogues des RsiAl et RsiA2, produits respectivement de
SMc01505 et SMc04884, et inversement induite par deux régulateurs de réponse paralogues RsiB1
et RsiB2 produits respectivement de SMc01504 et SMc00794 (Bastiat et al., 2010). Comme
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indiqué plus haut, les régulateurs de la réponse RsiB1 et RsiB2 n'agissent pas au niveau de la
transcription du gene rpoE2 mais agissent en anti-anti-sigma pour libérer RpoE2 des anti-sigma
RsiAl et RsiA2. 1l est intéressant de noter que les transcrits d'’ARN putatifs du géne rsiA2 ont été
identifiés dans une étude chez E. meliloti pendant la phase exponentielle de la croissance
bactérienne (Mao et al., 2008). Parmi les genes activés lors du passage de la souche E. meliloti en
phase de croissance stationnaire les auteurs ont ainsi pu identifier le géne rpoE2 (smc01506) induit
également par diverses conditions de stress. Ils ont mis en évidence que le géne rpoE2 contrdle sa
propre transcription liée a la phase stationnaire de la croissance. Cette phase est caractérisée par
une privation en carbone ou en azote (stress di a la famine) et par une limitation en oxygene
(Sauviac et al., 2007). Des résultats indiquent que la réduction de l'activité phosphatase de PhyP
(Sensor kinase) conduit a l'activation de la cascade PhyR-NepR-cE et permet par la suite de
déclencher le mécanisme via I’activation du systéme de signalisation. PhyP contient un domaine
périplasmique putatif et un domaine HAMP de liaison typique des histidines kinases associees a
la membrane. Cependant, il existe d'autres modulateurs de la phosphorylation de PhyR, tels que
des histidine kinases a capteur apparentés ou des petits donneurs phospho-endogenes
(Kaczmarczyk et al., 2011). Durant le test de la croissance du mutant E. aridi LMROO1ArpoE2, la
mutation du gene rpoE2 n'a pas montré de réponse phénotypique différente a la souche de type
sauvage. Cette absence de différence dans la réponse phénotypique est peut-étre due a la présence
d’autres génes qui codent également pour un facteur sigma ECF et qui assurent la méme fonction
que celle-ci. Un article décrit que le génome de E.meliloti contient plusieurs genes qui codent pour
les facteurs sigma ECF. Il serait intéressant de mener des études complémentaires pour tester si
certains d’autres génes codant pour ce type de facteurs sigma sont présents chez E. aridi et peuvent
complémenter l'absence du facteur sigma RpoE2 comme observé également dans d’autres
systemes de signalisation des facteurs sigma ECF chez B. subtilis (R. K. Poole 2002; Sauviac et
al., 2007). Il a été suggéré que certains génes pourraient étre régulés par RpoE et RpoS chez
Salmonella sous condition de stress environnemental, mais les preuves expérimentales font défaut.
Les facteurs sigma RpoE (cE) et RpoS (cS) gouvernent l'initiation de la transcription de deux
ensembles de genes chez Escherichia et Salmonella (Du et al., 2011). La régulation de I'expression
génique par les facteurs sigma RpoE et RpoS chez Salmonella enterica ont été identifié au cours
de la réponse au stress hyperosmotique. Une étude des profils de transcription globaux réalisée a
I'aide d'une micropuce a ADN génomique sur des mutants de Salmonella ArpoE, ArpoS, ArpoE
/ArpoS a révélé qu’apres 30 min de stress hyperosmotique, les niveaux d'expression de 38 genes
étaient nettement réduits pendant le stress hyperosmotique chez la souche double mutante ArpoE

/ ArpoS, et les niveaux d'expression n'étaient pas significativement affectés pour les simples
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mutations ArpoE ou ArpoS. Ceci a été confirmé pour plusieurs genes clés par RT-PCR. Cette étude
a donc indiqué une diaphonie entre les facteurs sigma RpoE et RpoS chez S. Typhi dans des
conditions hyperosmotiques et a fourni de nouvelles informations sur les réseaux de régulation
(Du et al., 2011). Dans Salmonella, la régulation de I'expression et de l'activité de RpoS est
nécessaire a la survie dans des conditions extrémes et a la virulence de S. enterica sérovar
typhimurium (Nickerson et Curtiss 1997). Le facteur RpoS est absent chez E. meliloti, ce qui
suggeére que la régulation pourrait étre effectuée uniquement par des facteurs RpoE. Chez E.
meliloti, 11 génes rpoE sont prédits (Galibert et al., 2001) et 44 génes dépendants de RpoE2 ont
été identifiés. De plus, le gene rpoE2 s’est révélé induit par un stress osmotique faible et également
par le stress hyperosmotique (Sauviac et al., 2007). Ces résultats suggerent que RpoE2 est
impliquée dans la régulation d’autres génes chez E. aridi LMROO1 qu’une étude transcriptomique
sur le mutant rpoE2 pourrait permettre d’identifier. Cependant, nous avons testé 1’effet de
I’absence de la protéine RpoE2 sur la transcription de génes cibles par fusion de leurs promoteurs
avec le géne gfp-rapporteurs de transcription et évaluation par spectrofluormétrie. Les promoteurs
de I’opéron rsiAl-rpoE2 et du gene rsiB1, portés par le plasmide pPROBE NT et d’autres genes
liés a d’autres voies métaboliques régulées par le stress ont ainsi pu tre étudiés et comparés entre
le mutant ArpoE?2 et la souche sauvage. Nous avons ainsi pu confirmer que I’activation du
promoteur des genes rsiAl- rpoE2 est dépendante de ’activité de la protéine RpoE2. De plus nous
avons pu constater que I’activité du facteur sigma RpoE2 agit sur la biosynthese et I’accumulation
du principal osmoprotecteur utilisée par E. aridi (le tréhalose). En effet, la transcription du
promoteur des genes otsBA est réprimée dans les deux conditions de croissance dans la souche la
LMROO1ArpoE2 par rapport a la souche sauvage. L’activité des génes otsBA génére deux réactions
enzymatiques consécutives impliquées dans la synthése du tréhalose. L’enzyme tréhalose-6-
phosphate-synthase (TPS) codée par le gene ostA et une deuxiéme enzyme Tre6p-phosphatase
(TPP) codée par le géne otsB, pour donner au final le tréhalose. Cette voie métabolique est
identifiée up-régulée dans notre souche E. aridi LMROO1 sous stress salin et hydrique par le test
transcriptomique. Les deux enzymes tréhalose 6-P synthase et phosphatase sont généralement
activées pour I’accumulation et la mobilisation du tréhalose dans la cellule bactérienne, et pour le
maintien du taux de cette molécule sous condition de stress. L'adaptation au stress osmotique par
I'accumulation de solutés compatibles facilite le maintien de la turgescence et la stabilisation des
macromolécules. La régulation génétique de I'accumulation de solutés est mal comprise et n'a été
décrite au niveau moléculaire que chez les entérobactéries. Dans E. meliloti, ils ont montré
I’importance du facteur sigma alternatif RpoE2 dans 1’osmoadaptation en réponse au stress

hyperosmotique via I’induction du géne 0tsA. La construction et la caractérisation de E. meliloti
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mutée A rpoE2 a réveélé une croissance compromise dans un milieu hyperosmotique. Ce défaut a
été da a I'absence de la molécule de tréhalose au cours de la phase initiale et la phase stationnaire
de la croissance bactérienne des mutants. Ils ont démontré que les trois voies de synthese du
tréhalose dépendent de I’activité du RpoE2. De plus, ils ont confirmé que 1’absence d’induction
d’otsA dépendant de RpoE2 induction est la cause directe du phénotype osmotique du mutant
rpoE2. En conclusion, I’article a montré que malgré la faible concentration en tréhalose dans E.
meliloti, cette molécule reste le soluté le plus important utilisé par le mutant en réponse aux
conditions hyperosmotiques (Flechard et al., 2010). Trois voies de synthése du tréhalose ont été
aussi décrites chez E. meliloti dans I’¢tude effectuée par (Streeter 1985b). Ils n’ont pas caractérisé
tous les génes correspondant a ces voies. Mais ils ont analysé I'expression d'un géne spécifique
dans chaque voie (tresS, treY et otsA). Ces trois genes se sont révélés tous régulés par le géne rpoE2.
Cette etude a montre que l'inactivation du gene treS n'a pas affecté la synthése de tréhalose en
milieu GAS, comme décrit dans Propionibacterium freudenreichii. D’autres chercheurs ont émis
I’hypothése que TreS pourrait étre impliqué dans la dégradation du tréhalose (Cardoso et al., 2007).
Seule la mutation otsA a aboli complétement la synthese de tréhalose et a affecté directement la
croissance du mutant en milieu hyperosmotique (Streeter 1985b). La synthese de tréhalose
osmorégulée est aussi médiée par 1’activité de TreYZ chez Corynebacterium glutamicum (Wolf,
Kramer, et Morbach 2003). Néanmoins, dans la plupart des bactéries possédant les trois voies du
tréhalose, la voie OtsAB occupe toujours la principale et la majeure voie de synthese du tréhalose.
Comme observé chez Mycobacterium tuberculosis (Murphy et al., 2005), Rhodobacter
sphaeroides (Makihara et al., 2005) et P. freudenreichii (Cardoso et al., 2007). Dans les bactéries
qui possedent le géne rpoS sigma factor, les génes otsA/B se révéelent dépendants du RpoS et
régulés positivement au cours d'un stress (Kandror et al., 2002; King et al., 2014). Cependant, La
régulation de la synthése du tréhalose a été étudiée au niveau moléculaire uniquement chez E. coli
et Salmonella typhimurium qui possédaient la protéine RpoS. Dans ces deux bactéries apparentées,
le tréhalose est exclusivement produit par I’activité de la voie OtsBA. L'opéron otsBA est identifié
régulé par I’activité de RpoS, qui a été identifié comme un facteur de stress (Hengge et al., 1991).
Ainsi ’activité de la RpoS permet la transcription de 1'opéron otsBA en phase stationnaire ou les
cellules bactériennes sont soumises a un stress osmotique plus fort et au cours d'une croissance
exponentielle ou la multiplication des cellules bactériennes est plus active. 1l a été identifie une
accumulation tres basse du tréhalose dans E.coli au cours de la phase stationnaire dans des milieux
a faible osmolarité. Le tréhalose est produit a un niveau bas pendant la phase stationnaire dans un
milieu non stressant et ce niveau de synthése augmente suite a 1’exposition a un stress osmotique

élevé. Le géne rpoS n'est pas présent dans le génome d” E. meliloti (Galibert et al., 2001), mais la
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synthese du tréhalose chez E. meliloti présente aussi des caractéristiques similaires a celle observee
chez E.coli. La synthése du tréhalose est contrélée par un facteur sigma alternatif RpoS pour les
entérobactéries et RpoE2 pour E. meliloti. Ces facteurs sigma ont un réle plus général dans la
régulation du stress. Car ils contrdlent les genes impliqués dans l'adaptation a d'autres stress
(Sauviac et al., 2007). A cet égard, RpoE2 joue un rdle similaire chez E. meliloti et chez E. aridi
a celui du RpoS chez E. coli. Le role protecteur du tréhalose peut également étre important dans
la réponse a un stress thermique (Hengge et al., 1991 ; Kandror et al., 2002; Phadtare 2004). Une
étude récente (Dominguez-Ferreras et al., 2009), réalisée dans des milieux de croissance différents,
a montré que OtsA était le facteur principal de la synthese du tréhalose dans des conditions de
stress salin, et a montré également la participation de TreS et de TreY dans la synthese de tréhalose
sous stress en fonction des conditions et ’influence de la composition du milieu de culture.
L'influence de la composition du milieu sur la synthése du tréhalose a été décrite chez E. meliloti
(Streeter 1985b) et d'autres micro-organismes (Beppu et al., 2004). TreS utilise le maltose comme
substrat (Wolf et al., , 2003); TreY dépend de la disponibilité en glycogene (Carpinelli, Kramer,
et Agosin 2006) ; d’autres ¢tudes ont montré que les génes de la biosynthése du glycogéne chez
E. meliloti sont induits par la famine et sont dépendant de I’activité de RpoE2 (Sauviac et al.,
2007). Les protéines régulatrices de la transduction du signal RpoE2 restent cependant a identifier.
Les facteurs sigma extracytoplasmiques sont régulent la transcription de nombreux génes lors du
stress. Chez E. meliloti, RpoE2 est montré impliqué dans la tolérance acquise en phase stationnaire
en réponse a un choc thermique et a I’effet de ’agent détergent ’H202. La résistance acquise a
I’H202 est due a I’induction de la catalase KatC sous la dépendance de RpoE2 (Flechard et al.,
2010). De ce fait, ce facteur sigma agit aussi sur le contrdle de la réponse au stress de I’enveloppe
chez les bactéries. Dans le cas d’E. coli K-12, la partie du régulon conservée dans les génomes
responsables de la synthése, I'assemblage et I'noméostasie du lipopolysaccharide et des porines de
la membrane externe, des constituants clés de la membrane externe des bactéries a Gram négatif
est contrdlé par le facteur sigma E. Bien que le mécanisme moléculaire de I’activation de RpoE2
ne soit pas encore completement décrit. Des articles confirment que son activation est directement
déclenchée apres la perturbation de I’enveloppe cellulaire en réponse a des stress, physiques et
chimiques générant deux transductions de signal par différents facteurs (Sauviac et al., 2007). Chez
Salmonella typhimurium, la mutagenése par transposon et le profilage génétique ont révélé que les
systéemes de réponse au stress de I'enveloppe cellulaire sigma 24 (RpoE) et Rcs phosphorelay-
dépendants détectent des modifications des lipopolysaccharides (Imke Sporing et al., 2018). Il est
possible que la perturbation de I’enveloppe de la bactérie E. aridi en condition de stress déclenche

le méme type de réponses via 1’activation du sigma E.
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Pour assurer leur viabilité et faire face aux problemes de déshydratation. L’accumulation de
tréhalose est impliquée dans la résistance a la dessiccation de Rhizobium leguminosarum et
améliore les conditions de vie des cellules pendant la phase de croissance stationnaire. Les mutants
qui n‘accumulent pas de tréhalose présentent géneralement des séveres formes de sensibilités en
réponse a la dessiccation (Mclntyre et al., 2007 ; Vriezen et al., 2007). Cela correspond a la
corrélation étroite entre 1’induction maximale du géne rpoE2 et I'accumulation de tréhalose par E.
meliloti. La mutation du géne rpoE2 est liée a la réduction de la survie des microbes en réponse a
la dessiccation (Humann et al., 2009). Nos résultats sugérent que RpoE2 participe a la régulation
de la synthese du tréhalose. Il se peut que cette régulation soit aussi liée chez E.aridi a la tolérance
a la dessiccation. Cela suggere que la participation du tréhalose a I'osmoadaptation ne se limite pas
a la récupération de la turgescence, mais implique également des propriétés cyto-protectrices
contre la dénaturation des macromolécules et la perte des propriétés énergétiques tout en offrant
une disponibilité¢ de carbone en cas de manque et une rétention de 1’eau en cas de sécheresse

(Yancey et al., 2005; Humann et al., 2009).

La premiére étape de cette étude basée sur le séquencage des RNAs a déterminé les métabolismes
affectés par les stress salin et hydrique dans E.aridi LMR0OO1. Les fonctions affectées par le stress
sont la motilité, la biosynthése et le transport du tréhalose, le cycle de la méthionine et du SAM,
le catabolisme de I’inositol. D’autres fonctions apparaissent altérées mais plus légerement comme
la production des exopolysacharides. Une étude de génétique fonctionnelle a été entreprise durant
ma thése. Premiérement, on a réalisé des mutations par délétion des génes sélectionnés dans
certains métabolismes révélés affectés par le stress. Ensuite, on a effectué des tests phénotypiques
comparatifs entre les mutants et la sauvage et une analyse de transcription des génes cibles par
I’utilisation des fusions de leurs promoteurs avec le gene gfp. Le premier article a également
montré que la mutation par délétion du gene rpoE2 codant pour le sigma facteur impliqué dans la
Réponse géneérale au stress avec les génes rsiB1 et rsiAl n’impacte pas la tolérance de la bactérie
aux stress salin, oxydatifs, acide ou génerés par un deétergent. Les mutants rpoE2 ne presentent pas
une altération de leur capacité a développer la symbiose. De plus, Les données transcriptionnelles
relevées de ’expérience faite sur une comparaison entre la sauvage et les ArpoE a suggére que
I’activité du o facteur RpoE2 induit le geéne thuR et otsA. La mutation du géne rpoE2 induit
¢galement I’expression des génes impliqués dans le catabolisme de 1’inositol et des deux genes
régulateurs du cycle de la methionine ce qui suggere une interaction dans les réseaux de régulation

du sigma facteur RpoE2 et de I’accumulation du tréhalose, du catabolisme de I’inositol et de la
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régulation du cycle de la méthionine. Par la suite, une série de mutation a été realise sur E. aridi
LMROO01, par une délétion de deux genes impliqués dans le métabolisme et de la régulation du
transport et de 1’utilisation du tréhalose (appelés respectivement otsB et thuR), du géne régulateur
du le catabolisme d’inositol (i0IR) et des deux régulateurs du cycle de la méthionine (nesR et sahR).
Les résultats présentés dans I’article 2 montrent que les mutations des geénes régulateurs du cycle
de la méthionine ont altéré séverement le développement et le fonctionnement de la symbiose avec
deux plantes hétes. Ces mutants ont également montré une trées faible croissance dans un milieu
hyperosmotique avec une dérégulation de leur motilité. Cette faible tolérance due a la perturbation
de la régulation du cycle de la méthionine et donc de la synthese du donneur universel SAM est
potentiellement responsable de la réduction des capacités de la souche sauvage LMRO0O1 a
s’adapter aux stress et a produire une meilleure colonisation des plantes. En revanche, la mutation
de ces deux genes nesR et sahR accentue la tolérance aux stress détergents, oxydatifs ou acides,
suggeérant une altération de la membrane cellulaire.

La mutation des génes thuR et otsB responsables de I’accumulation du tréhalose-6-P a accentué
les formes de tolérance des mutants et aussi a augmenté les capacités symbiotiques de la bactérie
et sa mobilité. Ces données confirment I’importance du tréhalose et probablement du tre6P dans
I’adaptation au stress salin qui pourrait représenter un facteur déterminant de I’adaptation de de E.
aridi aux conditions retrouvées dans les déserts. En particulier, il serait intéressant de poursuivre
des études spécifiques sur I’accumulation de la molécule tréhalose-6-phosphate afin de déterminer

son rdle dans I’interaction symbiotique notamment dans des environnements sous contraintes.
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ANNEXES : Matériel et Méthodes utilisées dans ce travail de thése

1.1 Stress salin en milieu solide/ en milieu liquide

Les souches de la bactérie E.aridi LMR001 WT et les mutants ont été cultivees dans des cultures
TY (5¢/1 tryptone, 3¢/l extrait de levure avec 8 g/l CaCl2) liquides jusqu'a a une DO (600 nm) de
0,7, puis 1 ml de la culture bactérienne a été utilisé pour inoculer 50 ml de milieu TY liquide avec
ou sans NaCl. Les concentrations finales de sel dans les milieux de culture varient de 0,25 M, 0,3
M et 0,4 M). Ensuite les cultures ont été incubées dans un roto-agitateur fixé a 180 RPM dans une
température de 28 °C. Les croissances étaient mesurées a une DO (600 nm) et enregistrée apres 4,
8, 24, 48, 120, et 144h d'incubation. Les moyennes des DO (600 nm) des trois cultures
indépendantes ont été calculées pour toutes les souches et a chaque instant avec leurs écarts-types
respectifs.

Pour le test sur milieu solide, spotter Sul de chaque souche diluée a 102 bactéries/ml sur du TY
solide contenant les différentes concentrations de sel et laisser incuber a 28°C. Les résultats sont

notés apres 24, 48 et 72 heures de croissance.
1.2 Test du stress acide (HCL), détergent (SDS) et oxydatif (H202)

Le test de sensibilité en réponse aux stress oxydant, acide et détergent était induit respectivement
par H202, HCI et SDS pour les souches LMR0O1 sauvage et les mutants. 4 ml de cultures
bactériennes a une OD 600 nm de 0,7 en milieu liquide TY est ajoutées a 16 ml de gélose molle
TY a0,7% d'agar. Une fois le milieu de culture solidifié, un papier disque de 6 mm de diamétre a
été placé sur la plaque et 5 uL de H2 O 2 (2 M), HCI (5,5 M), ou du SDS (10 % p / v) a été déposé
dessus. Les plaques des trois répétitions ont été incubées a 28 °C pendant trois jours. Les diametres

des zones d'inhibition étaient mesurés.
1.3 Test de motilité

Les souches de la bactérie E.aridi LMROO1 WT et les mutants ont été cultivés a 28 °C dans le
milieu de culture TY sous agitation a 180 tr/min jusqu’a une DO (600 nm) de 0,7. Apres
incubation, les cellules ont été concentrées par centrifugation, lavées deux fois avec de I'eau stérile,

et additionnées avec 10 volumes d'eau stérile. Le test de la motilité bactérienne a été lancé sur du
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milieu TY a faible pourcentage d’agar de (0,2%) et ajusté a des concentrations différentes de NaCl

(OM, 0.1M, 0.25M).

Pour realiser ce test :

- « Spotter » 5 ul de chaque souche a la dilution (N°1) au centre de la boite et veiller a faire entrer
la suspension bactérienne a I’intérieur du milieu de culture utilisé.

- Laisser incuber la culture dans 1’étuve a 28°C.

- Les résultats sont pris par la mesure du diamétre du halo bactérien (qui correspond a la distance
de propagation) apres 2, 3 et 5 jours de croissance. Le diametre moyen et les écarts types de trois

biologiques ont été calculés.
1.4 Test de nodulation

Les graines des plantes endémiques du Maroc, Vachellia tortilis subsp. raddiana et de la Vachellia
gummifera (Blanco et al., 2016) ont été scarifiees et stérilisées avec l'acide sulfurique concentré
(95%) sous agitation (1 h pour V. tortilis et 30 min pour V. gummifera) puis rincé abondamment a
l'eau stérile. Les graines ont été mises apres a germiner sur des plaques de 1’eau gélosée pour étre
incuber pendant 5 jours a 25 °C dans I'obscurité. Apres la germination, les semis ont été plantés
dans des pots contenant du sable préalablement stérilisé par autoclavage pendant 1 ha 120 °C. Les
souches d’Ensifer aridi LMR0OOI WT et les mutants étaient pré-cultivée en milieu TY jusqu'a une
densité optique (DO) 600 nm de 0,7 puis lavé et remis en suspension dans de I'eau stérilisée.
L'inoculation est réalisée par 1 ml de cellules des cultures bactériennes lavées apres la plantation
dans le sable stérile. Six plantes individuelles ont été inoculées avec chaque souche de rhizobium
ou avec ’eau stérile pour les contrdles négatifs et positifs. Les plantes ont été incubées dans une
chambre de croissance a 26 °C sous une photopériode de 16 h jour et 8 h nuit et arrosées avec de
la solution nutritive (Broughton et Dilworth 1971) avec ou sans azote KNO3z (3 mM ) pour les
témoins positifs et les témoins négatifs. Aprés 6 mois de croissance, les plantes ont été récoltées,

et le nombre de nodules, les pousses de plantes et les poids frais des racines ont été enregistrés.

L’étude transcriptomique, sous forme de la technique des microarrays et le séquencage des ARN
séquences (RNA- seq), ont été utilisé pour étudier les réponses transcriptionnelles a une large
gamme de conditions génétiques et environnementales. Pour décrire les expressions génétiques de
la bactérie Ensifer aridi LMROOLT dans les situations de stress et étudier les circuits des régulations

transcriptionnels clés. Les séquences transcriptionnelles ont décrit une gamme de phénotypes, y
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compris la croissance, la formation de biofilm, la répression de la motilité et les changements
associés a la dépolarisation membranaire. L’étude transcriptomique est également utilisée pour
déchiffrer le réle des génes surexprimés et réprimés dans la régulation complexes de différentes
chaines métaboliques, tel que : le processus de la symbiose et le processus de la tolérance aux
stress abiotiques a I’état libre dans 1’environnement. Afin d’examiner I’influence de ces variations
génétiques sur le comportement et les capacités de la bactérie en réponse aux variations
environnementales. Ces études sont essentiels pour mettre en évidence les effets importants de la
variation des parametres abiotiques et biotiques dans un temps donné sur [activité
transcriptionnelle de la bactérie (Dicenzo et al., 2019 ; Belfquih et al., 2021 ; Belfquih, Filali-
Maltouf, et Le Quéré 2022).

La technique de I’analyse génomique utilisée dans cette étude est basée sur une étude
transcriptomique. Elle a été faite pour caractériser le transriptome de la souche Ensifer aridi
LMROO1 et pour interpréter les éléments fonctionnels du génome dans un état de croissance
bactérienne définis. C’est une approche de séquencage des ARNs (ARNm messagers, ARNt de
transfert et ARNr ribosomique). La réponse transcriptomique globale de la souche a été faite dans
deux types d’environnement stressants (stress hydrique et stress salin). L’extraction des ARNs est
réalisée a partir de trois différentes conditions de croissance dans des cultures avec 6 répliquas
biologiques. En utilisant des kits d’extraction d’ARN bactériens commerciaux (Ribopure,
Ambion). Chaque répliquat sert d’inoculum pour 3 cultures : (milieu TY, milieu TY+ 250mM de
NaCl pour le stress salin, milieu TY+12% PEG8000 pour le stress hydrique). Les cultures
bactériennes ont été préparées a partir des cultures fraiches d’une nuit de croissance d’Ensifer aridi
LMROOLT et arrivées a la phase exponentielle et ensuite incubées pendant un temps de génération
estimé de 2H30min. Les résultats du séquencage des ARNSs ont révélé une présence de majorité
des ARN ribosomiaux avec un pourcentage de 95% des ARNSs. Ensuite, Une séparation entre les
ARNSs et I’ARNTr a été réalisée par le kit (Microb Express, Ambion). Apres est venue 1’étape finale
du séquencage des ARNS traité et enrichis avec les ARN messagers. Cette étape est réalisée en
France par le service (Genomix, Unité de Service CNRS, Montpellier, France), en utilisant la
technique lllumina, HiSeq2000 (100pb/ lecture). Les données du sequencage ont éte traitées et
normalisées par la technique médiane du logarithme base 2 (log2) pour sélectionner les séquences
géniques différentiellements exprimées entre les deux différentes conditions du stress et la
condition de non-stress. Les reads séquence ont ete importés dans CLC genomics plateforme pour
I’annotation et apres sur le programme RAST- Rapid Annotations using Subsystems Technology
pour la cartographie et I’annotation des genes. Les geénes putatifs codant pour les protéines (PEGs)

ont été gardés dans 1’étude et les ARNs qui présentaient une similarité de 95% avec plusieurs PEG
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ont été rejetes. Au final, la table de lecture finale obtenue lors du mappage a été normalisée par
une transformation LOESS. Les données sélectionnées pour chaque gene, la couverture de
séquencage, le ratio du nombre de read (lecture) sont ensuite calculées et analysées par le
programme Excel, suivant des parametres bien définis. Les genes qui montrent une expression 4x
différente a celle révélée par le témoin de non-stress étaient sélectionnés pour identification. Le
calcule d’Excel correspond a (un log 2 (ratio (nb reads condition sous stress / nb de reads condition
contrdle)) > 2 ou < a -2). Cette étape va nous permettre de sélectionner et de cribler les genes et
les fonctions les plus affectées par le stress. Elle va permettre a explorer les changements majeurs
associes aux transcriptomes. Le protéome prédit de la souche LMROO01 a été annoté par les
classifications COG et KEGG. Les génes différentiellement régulés ont ensuite été utilisés pour
estimer les principales classes et fonctions associées aux stress hyperosmotiques induits par le sel
et le PEG8000 (Sakrouhi et al., 2016, Le Quéré et al., 2017 , Belfquih et al., 2021, Belfquih et
al.,2022). Ainsi, la caractérisation fonctionnelle du génome de la souche E.aridi LMR0OO1 a généré
des explications sur les différences des phénotypes et les différences de 1’expression génétiques,
via la mutation par la suppression globale des génes cibles, en réponse aux stress. L'utilisation des
données de cette ¢tude a servie également a ’analyse de I’activité transcriptionnelle des geénes a
I'échelle du génome et a aidé a produire les réseaux de régulation inter/intra métaboliques dans

différents stades de la vie du rhizobium, et dans différents environnements de stress

A. PRINCIPE : mutageneése dirigée par délétion et construction des promoteurs

La mutagénése dirigée est une technique utilisée en génie génétique pour cibler directement un
gene au niveau du génome de 1’organisme ¢étudier et générer sa mutation. Cette technique permet
d’éliminer un geéne par délétion propre afin d’étudier le fonctionnement du génome et voir quels
roles occupent le géne dans le processus métabolique, d’observer le phénotype révélé sur
I’organisme en réponse aux changements externes. Le principe de la technique est basé sur deux
étapes : 1- I’amplification des séquences bourdantes de la séquence génique ciblée avec des
amorces modifiées, c'est-a-dire la séquence 5’ et la séquence 3’du géne cible a muter. La réalisation
de cette amplification nécessite trois PCR successives. La premiére et la deuxieme PCR vont
donner les deux séquences 5’ et 3’ connue et d’une taille bien définie. Qui par la suite vont étre
appelées séquence AB (pour la 5°) et séquence CD (pour la 3’) « la nomenclature était basée sur
les noms des amorces dessinées par 1’utilisation du programme Bio-Edit ». La troisieme et la

derniére PCR va amplifier la séquence finale (non-fonctionnelle). En utilisant comme matrice les
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deux séquences produites par la PCR N°1 et la PCR N°2. L amplification des deux séquences AB
et CD va genérer la séquence finale nommée séquence AD. Le nom indique que les séquences ont
été rassemblées dans une seule séquence. 2- la deuxiéme étape se base sur deux recombinaisons
génétiques entre les deux séquences AB (5°) et CD (3”) de la séquence finale AD produite par PCR
et les deux séquences bordantes de la séquence du géne ciblé. Deux recombinaisons sont
nécessaires, la premiére intégre la séquence AB (non fonctionnelle) porté par le plasmide dans le
génome de la cellule et la deuxiéme recombinaison par la séquence CD élimine completement la
séquence du géne pour la remplacer au final par la séquence AD. Pour la création des promoteurs
on a choisi d’utiliser le produit d’amplification de la partie 5’ du géne d’intérét qui contient le
promoteur du géne pour analyser 1’expression du gene étudier. Cette séquence 5’ va étre insérer
dans un vecteur avec un géne rapporteur de fluorescence (gfp géne) puis cloner dans la bactérie
LMRO0O01 sauvage et la bactérie mutante de la méme espece.

B. METHODOLOGIE : Mutagenese dirigee par PCR et construction des promoteurs

B.1. Dessin d’amorce et architecture moléculaire pour I’amplification et 1’obtention des

parties 5’ et 3° du géne d’intérét a muter par PCR successives

Les 4 amorces spécifiques nommées A, B, C et D utilisées pour I’amplification des deux régions
flanquantes du gene d’intérét, les deux régions vont étre appelées par H1 pour la séquence en
amont du geéne (5”) amplifiée avec les deux amorces A et B et les H2 pour la séquence en aval (3°),
la taille des séquences H1 et H2 est proche de®500 pb. Donc la taille de la séquence finale AB
(H1+H2) va étre¥1000 pb (1Kb). Ces amorces présentent des modifications telles que décrites ci-
dessous : Afin de faciliter le clonage dans le vecteur qui sera utilisé par la suite, les amorces
externes A et D contiennent en 5’ un site de restriction reconnaissant 6 bases et qui doit étre présent
dans le site de clonage du vecteur qui sera ultérieurement utilisé pour le clonage. Le site de
restriction utilisé ne doit pas étre présent dans la séquence finale qui sera sous-clonée dans un
second vecteur suicide ; en effet, si présente la séquence désirée ne pourra étre clonée dans le
vecteur. Ces sites sont rajoutés en 5’ de séquence des amorces A et D. La séquence de ’amorce B
doit contenir en 5’ une partie complémentaire de 15 bases de la partie 5° de la séquence de I’amorce
C. Ainsi, ces modifications permettront de lier les deux régions 5’ et 3> bordantes du géne a muter
et de créer une seule séquence. Donc, a partir de la séquence génomique du géne d’intérét et des
régions 5’ et 3° adjacentes (400bp de chaque c6té) que 1’on récupere sur le site du génoscope ou
est stocké le génome de la souche Ensifer aridi LMRO01, on recherche des amorces A, B, C et D

utilisees pour le clonage. On doit aussi générer la séquence contenant les trois régions (ex : Contig
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metK-flank). Ensuite, Les amorces sont recherchées avec 1’aide du programme « BioEdit », en
copiant les 4 séquences (iolC-5", iolc, iolc-3’ et le contig) en manipulant les séquences (reverse
complément pour les amorces B et D). La séquence 5’ amplifiée va étre aussi utilisée pour générer

un promoteur afin d’étudier I’expression des genes d’intérét identifiés durant I’étude.

B.2. Création d’un antibiogramme d Ensifer aridi

La resistance de la souche étudiée Ensifer aridi est testé vis-a-vis de divers antibiotiques pour
déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) de la croissance bactérienne a la présence
de chaque antibiotique. Afin de choisir les deux antibiotiques a utiliser dans la sélection des
mutants positifs. Les deux antibiotiques sélectionnés doivent accomplir un réle complémentaire,
ne doivent pas affecter la croissance de la souche Ensifer aridi mutée. Dont un doit étre porté par
le vecteur suicide utilisé pour produire les deux recombinaisons. Au début les cellules bactériennes
sauvages doivent étre résistantes a I’'un des deux antibiotiques et sensible au deuxieme porté par
le vecteur suicide. La souche e-coli porteuse du vecteur et qui va transférer le vecteur suicide vers
la souche a muter doit étre sensible a 1’antibiotique auquel /’Ensifer aridi est résistante. La bactérie
e-coli utilisée pour le transfert du vecteur est la S17-1. Pour cela, un antibiogramme a été construit
dans un premier temps en utilisant des disques d’antibiotiques, pour tester une large gamme
d’antibiotique. Cette méthode consiste a construire un milieu TY Top-Agar (le fond du milieu est
solide et la surface est formé par un mélange de milieu semi-solide a une concentration d’agar de
0,7% et la suspension bactérienne de la souche a une DO~ 0,7). Puis apres séchage de I’ensemble,
on dépose sur le milieu des disques d’antibiotique. Les antibiotiques utilisés pour ce test sont :
Ampicilline 10pg, Rifampicine 30UI, Kanamycine 30UI, Spectinomycine 10Ul, Cefotaxime
30pg, Tetracycline 30 Ul, Nalidixic acid 30ug, chloramphenicole 30ug, Gentamycine 20ug et
polymexine 300Ul). Ensuite, un autre antibiogramme est réalisé sur milieu solide TY additionné
avec une concentration connue d’un antibiotique donné. Le deuxiéme antibiogramme est effectué
avec des dilutions par strie des colonies pures sur un milieu solide additionné a des concentrations
croissantes d’antibiotique choisit. Les antibiotiques choisis sont kanamycine, Gentamycine et
Tétracycline. Cette étape est importante pour tester la viabilité de la souche en réponse a des

différentes concentrations d’antibiotique, afin de choisir la concentration exacte de sélection.
B.3. Extraction et purification des acides nucléiques

B.3.1. Extraction de I’ADN chromosomique

L’ADN bactérien chromosomique est extrait par un tampon Tris-EDTA (TE) (40mM de Tris-
Acetate pH 7,8, 20mM Sodium acetate, EDTA 1 mM et 1%SDS) additionné a 20ug/ml d’ ARNase.
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Lancer une culture d’une colonie pure dans 5 a 10 ml de milieu TY liquide et incuber jusqu’a
obtention de la phase stationnaire. La suspension est centrifugée a une température ambiante a la
vitesse de 12000 & 13000 tr/min pendant 3 minutes. Eliminer le surnageant et ajouter sur le culot
300ul de tampon de lyse. Cette étape permettra la lyse de la cellule et libérera les acides nucléiques.
Incuber la solution au bain marie a 37°C pendant une heure et agiter manuellement de temps a
autre. Puis ajouter 100ul de NaCl a 5M et agiter manuellement, puis centrifuger pour 15 min a une
vitesse de 12000 tr/min sous une température de 4°C. Transférer le surnageant dans un nouveau
tube eppendorf et ajouter le méme volume en chloroforme : isoamyl alcool (24 : 1). Le chloroforme
est une solution organique qui va permettre de séparer les composés hydrophiles (dont ’ADN) des
composés hydrophobes (protéines composés membranaires dont les acides gras). Mélanger
fortement le tube (50 fois) par inversion ou vortexer jusqu’a 1’obtention d’une solution a couleur
blanche. Puis centrifuger pendant 15 minutes a haute vitesse 12000 tr/min et transférer en pipetant
la phase aqueuse (supérieure) doucement dans un nouveau tube Eppendorf (éviter de pipetter
I’interphase et la phase inférieure organique qui contient les protéines). Ajouter 2 volumes (soit
1200ul) d’éthanol absolu et inverser plusieurs fois et centrifuger pendant 10 minutes a vitesse
maximale afin de faire culoter I’ADN. Eliminer le surnageant et rincer deux fois le culot avec
200ul d’éthanol a 70%. Centrifuger le mélange de la méme maniére, éliminer le surnageant et
sécher a 37°C pour éliminer les traces d’éthanol. Finalement ajouter au culot d’ADN bien sec 50ul
d’eau distillée stérile. Une fois I’ADN est extrait, lavé et dissout un dosage est demandé pour
estimer la concentration en acides nucléiques et pour déterminer le niveau de la pureté de I’ADN.
Afin de définir la qualité et la quantité de I’ ADN, la mesure est effectuée avec le spectophotometre
UV (le nanodrope), en déposant un volume de 1 a 2 pl du produit de I’extraction dans une cellule
de I’appareil. La lecture de la DO se fait a 260 nm pour ’ADN et a 220 et 320 pour estimer la
pureté. Puis le rapport 260/280 indigue la contamination par les protéines (doit étre compris entre

1,7 et 1,9) et le rapport 260/230 indique la contamination par les autres constituants (doit étre <I).

B.3.2. Préparation d’ADN plasmidique
L’extraction d’ADN plasmidique a partir d’une culture liquide d’e-coli faite avec le kit (The
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System) est une méthode simple et rapide.
Consiste a préparer dans un premier temps, une culture de la souche de E. coli contenant le
plasmide vide est préparée dans 10ml de milieu LB (10g/l tryptone, 5g /I extrait de levure et 10g/I
NaCl) avec un antibiotique de sélection (la gentamycine a 10 pg/ml de milieu) et incubé toute la
nuit jusqu’a la phase stationnaire. Puis la culture bactérienne est centrifugée pendant 5 min a 10000

tr/min et le culot est bien séche et récupéré pour ajouter 250l de CLA (solution de lyse alcaline).
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Par la suite la solution est bien mixée avec la suspension bactérienne juste en mélangeant 4 fois a
la main ou avec la pipette. Sur 1’étape qui suit ajouter 10ul d’alcaline protéase puis mixer a la main
et incuber a température ambiante pendant 5min (ne pas dépasser le temps indiqué car autrement
de ’ADN génomique sera aussi présent dans la solution aqueuse. Ajouter 350l de la solution
neutralisante NSB et mixer le mélange a la main et centrifuger le tout pendant 10min a une vitesse
de 14000 tr/min sous une température ambiante. Transférer ensuite le surnageant (environ 850pl)
dans une colonne. La colonne va permettre de lier les acides nucléiques et ainsi les purifier en les
séparant des autres constituants puis centrifuger le tout a 14000 tr/min pendant 1 min. Retirer la
colonne et jeter le liquide qui se trouve dans le tube, apres il faut remettre la colonne au-dessus du
tube et rajouter 750l de solution de lavage contenant de I’éthanol (CWA column wash solution)
et centrifuger a une température ambiante (14000 tr/min a 1min). Répéter les deux derniéres étapes
mais en ajoutant cette fois 250pl de CAW puis centrifuger pendant 2min a 14000 tr/min. A 1’étape
finale transférer la colonne dans un nouveau tube de 1,5 ml stérile et ajouter 50ul de la nucléase

free water déja chauffé a 55°C.

Laisser reposer la solution pendant une minute a température ambiante puis centrifuger a 14000
tr/min pendant une minute et mesurer la densité optique au spectrophotometre (NanoDrop 2000
puis conserver le tube contenant I’extrait de plasmide a -20°C. Une fois le plasmide pur obtenu,

nous devons procéder a I’étape de clonage.
B.4. Caractérisation moléculaire

L’identification moléculaire est nécessaire pour vérifier le matériel biologique utilisé, elle a été
réalisée au Laboratoire de Biologie Moléculaire et Microbiologie (LMBM), a I’Université
Mohammed V de Rabat, faculté des sciences. Elle se base sur une détermination génétique de
I’espece par I’amplification et le séquencage d’une séquence d’ADN qui code pour ’ARN
ribosomique 16S, (I’ARNr 16S) est la séquence la plus conservé au sein de I’ADN de toutes les
espéces (& un pourcentage supérieur de 90%). Ce pourcentage d’apparenté donne le degré de
similitude entre deux organismes etudiés et indique directement le lien de parenté relative existant.
Ainsi, cette méthode consiste premiérement a amplifier le gene avec des amorces spécifiques, et
par la suite a vérifier la qualité et la taille de la séquence amplifiée sur un gel de migration. Apres
la réalisation du séquencage, la séquence est annotée et corrigée avec le programme BioEdit. Puis
comparée avec d’autre séquence connue existantes dans une base de données numériques (des

banques internationales telle : NCBI, National Center Biology Information -USA).
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B.4.1. Amplification par PCR

La PCR va nous permettre d’augmenter la concentration de la séquence génique d’ARNr 16S de
I’ADN cible par une amplification spécifique. Le principe de la PCR consiste en une répétition de
trois cycles (la dénaturation des deux brins d’ADN matrice, hybridation des deux amorces en
amant et en aval de la séquence ciblé et le troisiéme cycle consiste sur 1’élongation du brin
complémentaire par 1’activité d’ADN polymérase en présence de quatre dNTP). Ainsi, la PCR est

réalisée dans un thermocycleur, aprées addition des réactifs pour un volume de 25pl.

Préparation du mélange :

- Tampon concentré 5 X (additionné avec MgCl2 et ANTP (2,5 mM)) : Spul,

- Tag-polymérase (5U) : 0,125pl,

- ADN de I’échantillon 1pl,

- Amorces spécifiques du géne a amplifier (10uM) : 2,5 ul (de chaque amorce),

- Compléter avec H20 (eau ultra pure stérile) jusqu’au volume final de 25 pl par échantillons.

Les amorces varient selon le géne d’intérét a amplifier. Dans ce cas les deux amorces spécifiques
utilisées durant cette PCR sont 41F (5-GCTCAGATTGAACGCTGGCG-3’) et 1488R (5°-
CGGTTACCTTGTTACGACTTCACC -3’) (InvitroGen).

Le programme de la PCR est le suivant : le premier cycle de la dénaturation (5min a 95°C), puis
35 cycles qui vont succéder et comprennent chacun trois étapes de variation de température
(dénaturation de 30 s a 94°C, hybridation de 1mn a 64°C et élongation de 1mn 30 a 72°C). Avant
la fin, une étape d’élongation en un seul cycle de 10 min a 72C° est nécessaire pour achever la
synthése des séquences en cours et terminer le programme de la PCR en réglant le thermocycleur
a une température de conservation de 16°C.

Pour vérifier la PCR, 5ul de chaque produit d’amplification est déposé sur gel d’agarose a 1%
(p/v) et 20ul restante est laissé pour ’envoie au séquencage, si la bande visualisée aprés migration
est de la bonne taille et en bonne concentration. Le Gel d’agarose utilisé contient quelques gouttes
de la solution de bromure d’éthidium (a 0,5 mg/l). La migration se fait pendant 45 mn a 100V dans
du TAE (Tris acétate EDTA : 2M Tris, 1M acide acétique glacial, 0,5M a PH 8 d’EDTA). Le gel

est visualisé sous lumiére UV et photographié avec un systeme de capture digital.
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B.4.2. Séquencage et Analyse des séquences

Le volume restant (20ul) du produit de ’amplification du géne de ’ARNr 16S est envoy¢ a la
societé Genoscreen pour séquencage. A la réception du résultat des séquencage, les séquences
partielles de I’ARNr 16S des souches obtenues sont corrigé avec le programme BioEdit et
comparées avec les séquences des ARNr 16S disponibles sur la banque génomique excitante sur

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) par Blast. Le programme blast sur le site NCBI compare et ressorte

sur les premicres lignes les souches qui portent la séquence génique d’ARNT la plus proche de la

séquence traitée dans la souche a vérifier dans 1’étude. Par cette technique la souche est identifiée.

B.5. Création de I’amplicon de la séquence H1-H2 obtenus par PCR

L’ADN chromosomique utilisé¢ durant les amplifications par PCR est dilué a I’ordre de 1/100 dans
I’eau pure stérile. Pour la création des amplicons des fragments on a produit 3 PCR organisées en
deux étapes : durant la premiére étape deux mixtes PCR sont préparées séparément pour obtenir
la région 5°(H1) et la région 3° (H2) en utilisant les amorces A-B et D-C et la deuxieme étape est
basee sur une seule PCR réalisée avec les amorces A-C afin d’amplifier le fragment H1+H2 destiné
pour la génération de la mutation par délétion.

Ces PCR sont réalisees avec un mix de Taq particulier, le Go Taq long PCR master mix, ce mix a
pour avantage de ne pas ajouter d’adénine en fin de polymérisation. L’absence d’adénine en fin de
polymérisation est due a la présence d’une ADN polymérase qui posséde une activité exonucléase
3’ 5’ dans le Go Taq long PCR mix. Cette caractéristique est importante car les deux fragments
générés par les deux premieres PCR seront par la suite hybridés ensembles durant la troisieme
PCR.

Pour un volume réactionnel de 25l par PCR, on prépare :

v 5X buffer...5ul. (contient 7,5 mM de MgCl2)
v dNTP (2,5 mM)....2,5ul.

v GoTaq (5U/ul)...0,125pl.

v Primer forward (10uM)....2, 5pul.
v Primer reverse (10uM)......2,5ul.

v' H20 diluée.................. 12,375pl.
Lancer I’amplification PCR dans le thermocyleur selon le programme suivant :

95°C -2min
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5x (95°C-30sec/56°C-30sec/ 72°C-1min).

25x (95°C- 30 sec/ 56°C - 30sec / 72°C sec).

72°C- 5min / puis 4°C.

Lancer une migration sur gel a 2% d’agar et déposer tout le produit PCR, afin de vérifier que les
fragments amplifiés H1 (A-B) et H2 (D-C) ont bien les tailles attendues pour les extraire et les
purifier du gel et utiliser le mélange des deux produits finaux comme matrice pour la derniére
PCR. La troisiéme amplification va €tre faite par le couple d’amorces A et D. Cette étape devrait
permettre cette fois et grace aux séquences complémentaires présentes dans les extrémités 3’ de
AB et de 5’ de CD de générer un seul amplifiat correspondant au fragment désiré de AB li¢ a CD

soit le fragment AB : CD. On va utiliser un volume de 25ul avec le mélange réactionnel qui

comprend :
v' 5X buffer ............... 5ul. (contient 7,5 mM de MgClI2)
v dNTP (2,5 mM) ......2,5ul.
v' Matrice ......... 2ul. (A-B).

......... 2ul. (D-C).
v" Amorce A (10uM).....2,5ul.
v" Amorce D (10uM) .....2,5ul.
v

Go Taq (5U)......... 0,125pul.
v H20................7,125pl.
On utilise le programme de PCR suivant :
95°C -5min

5x [95°C- 30sec/ 50°C- 30 sec/72°C- 50sec]

25x [95°C- 30sec/ 50°C- 30 sec/72°C- 50sec]

72°C- 5min / puis 4°C.

A la fin de la PCR, préparer un gel a 2% d’agarose dans le tampon TAEx1. Déposer 10ul du
produit PCR et vérifier que la taille de la bande AD a I’aide du marqueur de taille 1Kb correspond
bien a 1000pb. Si la taille est bonne, on charge sur un nouveau gel d’agarose tout le reste de
produit PCR a 75Volts. A la fin de I’électrophorése on procéde a ’extraction de la bande

correspondant au produit AB : CD a partir du gel.

B.5.1. Extraction et purification des fragments AB : CD a partir du gel d’agarose
L’extraction de ’ADN amplifi¢ aprés PCR se fait avec un kit d’extraction de QIAGEN
(QIAquick® Gel Extraction Kit) et on procéde comme suit : découper a I’aide d’un scalpel propre

la bande sous UV et transférer la bande dans un tube stérile qui a été taré puis peser le morceau
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d’agarose contenant I’ADN et ajouter 3 volumes en pl de tampon (solution QG) pour chaque mg
de gel (Img~= 1pl). Incuber le tout a 50°C pendant 10 min bien vortexer de temps a autre jusqu’a
que le gel soit bien dissous, aprés cette étape, ajouter dans le tube un volume d’isopropanol puis
transférer le mélange sur une colonne contenant une membrane permettant le piégeage des acides
nucléiques. Centrifuger a 14000 tr/min pour une minute et jeter le liquide. Ajouter par la suite sur
la colonne 750ul de solution de lavage (Tampon PE) a laquelle de I’éthanol absolu a été rajouté et
centrifuger (14000 tr/min, 1 min) puis jeter le liquide. Jeter le liquide et centrifuger une nouvelle
fois pour ¢liminer toute trace de solution de lavage (contenant de 1’éthanol) pendant 1min a la
méme vitesse puis transférer la colonne sur un nouveau tube eppendorf stérile de 1,5ml.
Finalement, ¢luer ’ADN avec 50ul de Tampon EB (10mM Tris.Cl, pH 8,5) ou avec I’eau
(nucléase free water) et centrifuger (14000tr/min, Imin) apres avoir incubé pendant 1min jusqu’au
4 minutes pour augmenter la concentration des éluas d’ADN. Noter que si les bandes sont trop
faibles apres visualisation sur gel, une derni¢re amplification peut étre effectuée afin d’augmenter
la concentration du produit AB::CD final. Dans ce cas, refaire le méme mix PCR que

précedemment mais utiliser comme matrice 1’éluat

B.6. Manipulation des fragments amplifiés

B.6.1. Digestion et la ligation de la séquence H1+H2 (AB ::CD) dans pGEMT-Easy et le

plasmide pJQ200KS+
Les séquences H1+H2 (AB :: CD) amplifiées vont étre clonées dans le plasmide pGEMT-Easy
puis dans le plasmide suicide pJQ200KS+. Dans un premier temps on réalise une extraction du
plasmide pGEMT-Easy et du plasmide pJQ200KS+ et on vérifie leurs tailles par une migration
lente sur un gel d’agarose de 0,8%, puis on fait une digestion des deux plasmides et de la séquence
AB:: CD. La digestion se fait en utilisant les composants suivants : Préparer un tube eppendorf
de 1,5ml en mettant dans l'ordre indiqué :

e 1ug de plasmide

e 2ul tampon x10.

e lul d’enzyme Xbal (10U).
e 0,2 ul BSA (10pg/ul).
Compléter avec de I’eau distillée stérile jusqu’a un volume final de 20pl.

Mettre le tube a 37°C (dans le bain-marie préchauffer a cette température) pendant 3 heures.
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Suite a la digestion, on réalise ensuite une étape de déphosphorylation du vecteur. Afin de réaliser
cette étape de déphosphorylation, on ajoute au mélange réactionnel du plasmide digéré 2ul
d’alcaline phosphatase. On vortexe le mélange et on met le tout en incubation a 37°C pour une
heure. Aprés I’achévement de la durée d’incubation le mélange réactionnel est placé dans le bain
sec a une température de 56°C pendant 15min. Puis on ajoute 1ul d’alcaline protéase, on incube le
mélange & 37°C pendant 30 minutes et & 75°C pour 10min. Ensuite, on fait migrer le vecteur digéré
et déphosphorylé pendant 45 min dans un gel d’agarose (0.8%) afin d’isoler la bande qui
correspond a la bonne taille. La purification de la bande d’intérét est faite a partir du gel comme
décrit précédemment.
Une fois le vecteur et ’insert purifiés, on procéde a leur quantification puis on prépare la réaction
de ligation comme suit sachant que nous voulons utiliser au maximum 200 ng d’ADN et que nous
voulons un ratio molaire Vecteur / Insert de 1/3.
La ligase qui est I’enzyme utilisée pour la ligation cotte trés chére, nous utilisons un petit volume
10 pl de réaction finale avec un maximum de ligase a 0.7 pl.
Par exemple si nous avons une concentration en plasmide de 50 ng/ul et que notre insert a une
concentration de 10 ng/ul, et que notre vecteur a une taille de 5.2 kb et que notre insert a une taille
de 400 bp ; il faudra préparer la réaction suivante
Calculs pour obtenir le bon ratio :
(ng vecteur * taille insert (kb)/ taille du vecteur (kb) vecteur)* ratio of 3/1=ng insert
Si on prend 100 ng de vecteur, la quantité en (ng) d’insert sera de :
(100ng x 400 pb / 5200pb) x ratio (3 /1) = X ng d’insert avec X = 23.07
- Si on utilise 100ng de vecteur il faudra 23 ng d’insert pour un ratio molaire (Vecteur/ insert) de
1/3.
Ce qui correspond a un volume de 2ul de plasmide et 2.3l d’insert.
Dans ces conditions, nous devrons mettre dans la réaction de ligation les composés suivants :

» Ligase buffer (10X): 1 ul

» Ligase: 0.7 pl
» Vecteur: 2 pl
» Insert:2.3 ul
» BSA:0,3ul

Compléter avec de I’eau distillée stérile jusqu’a un volume final de 10pl.
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La réaction de ligation est finalement incubée a 16°C sur la nuit dans un bain marie réfrigéeré.

Le lendemain, nous procédons a la transformation.

B.6.2. Digestion et la ligation de la sequence H1 (AB promoteur) dans le plasmide TOPO
vecteur et le plasmide pPROBE NT

Les séquences H1 (AB) amplifiées vont étre clonées dans le plasmide TOPO® TA Cloning® Kit
for Sequencing vector, puis dans le plasmide pPROBE-NT-gfp. On réalise une extraction du
plasmide pPROBE-NT-gfp puis on fait une digestion du plasmide extrait et de la séquence AB. On
vérifie la taille des séquences par une migration lente sur un gel d’agarose de 0,8%.
La digestion se fait en utilisant les composants suivants : Préparer un tube eppendorf de 1,5ml en
mettant dans I'ordre indiqué :

v' 1pg d’insert.

v 2ul de Tampon X10

v 1ul d’enzyme EcoRI (10U)

v' 0,2 pl BSA (10ug/pl)

Compléter avec de I’eau distillée stérile jusqu’a un volume final de 20pl.

Mettre le tube a 37°C (dans le bain-marie préchauffer a cette température) pendant 3 heures et

veérifier la concentration de la séquence.

Dans un premier temps, ajouter les éléments suivants dans le tube de 1,5ml dans I’ordre suivant :
0.5 & 2 pl du produit de PCR frais, ajouter 0.5 pl du tampon NaCl 1.2M + 0.06M MgCI2 (kit: Salt
solution) puis 1.5 pl d’eau a partir de kit avec 0.5 ul TOPO vector. Homogénéisé bien et
doucement les solutions par pipetage et incuber a 22-23 °C pour 5 — 30 minutes (noter bien que 15
minutes ¢a suffit pour augmenter le rendement). Placer les tubes dans la glace et puis lancer la
transformation des bactéries E-coli DHS5a par le produit TOPO:: insert-EcoRI. (Les DH5alpha

sont chimio-compétentes).

Ensuite, les séquences TOPO:: insert-EcoRI sont extraites des clones DH5 alpha et digérées. Pour
isoler la séquence insert-EcoRI et produire une ligation avec le plamside pPROBE-NT-gfp.
Déphosmphoruler le plasmide pPROBE-NT digéré et réaliser une ligation comme indiqué

précédemment.
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B.7. Transformation bactérienne

B.7.1. Escherichia coli

Le clonage moléculaire est une des bases du génie génetique. Il consiste a insérer un fragment
d’ADN (dénommé insert) dans un vecteur approprié comme un plasmide. Le nouveau plasmide
ainsi créé sera ensuite introduit dans une cellule héte, en générale la bactérie Escherichia coli
chimio-compétente. Celle-ci sera alors sélectionnée et multipliée afin d’obtenir une grande
quantité du plasmide d’intérét.

Durant nos expeériences nous avons utilisé trois différentes souches d’Escherishia coli (DHS5 o et
XL2- Blue Ultracompetent cells chimio-compétentes et la S17-1 électro-compétente)

Il faut avoir au préalable préparé des cellules d’E.coli DH5a compétentes et la S17 électro-
compétentes. La XL2- Blue Ultracompetent cells est utilisée directement a partir du kit selon un
protocole prescrit.

La souche d’Escherichia coli DH5a a été développée pour une utilisation de clonage au
laboratoire. C’est une souche classiquement utilisée pour la transformation car elle comporte
plusieurs mutations. Ces mutations sont : La lacZ Delta M15 : Permet de dépistage bleu-blanc
pour les cellules recombinantes. La recAl mutation : réduit la recombinaison homologue pour une
insertion plus stable. L’endAl mutation : permet la dégradation de I'endonucléase qui assure des
taux de transfert plus élevés de plasmide.

Jai pu tester différentes méthodes de transformation bactérienne, la transformation par
électrochoc, la transformation par choc thermique des cellules chimio compétentes et la
transformation pas conjugaison bi-parentale.

Voici le protocole de préparation des cellules chimiocompétentes d’E.coli DH5o qui ont été
utilisées pour les clonages des constructions plasmide-insert.

Tout d’abord, il faut repiquer a partir d’un tube de DH5a stocké & -80°C sur LB solide pour
I’incuber a 37°C. A I’apparition des colonies lancer une préculture bactérienne sur milieu LB
liquide. Aprés une croissance marquée par un trouble bactérien mettre 2 ml de la préculture dans
50ml de LB liquide et lancer par la suite une incubation a 37°C sous agitation forte.

Apres 2 heures d’incubation mesurer la densité optique qui doit étre entre 0,2 et 0,3. Ensuite,
incuber dans la glace pendant 15 minutes la culture, une solution de CaCl2 (0,1M) stérile et aussi
le mélange CaCl2 (0,1M) complémenté avec du glycérol a 15%. A la fin d’incubation glaciale,
centrifuger la culture a une vitesse de 8000 rpm, dans une température de 4°C, pendant 10 minutes.
Par la suite éliminer le surnageant et ajouter au culot 25 ml de CaCl2 (0,1M) glacé et incuber le

tube pendant 30 minutes dans la glace, centrifugé a nouveau dans les mémes conditions que la fois
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précédente. Jeter le surnageant et ajouter 6ml du melange CaCl2 (0,1M) avec glycérol 15%.
Finalement, on aliquote 0,5 ml de solution de cellules compétentes dans des tubes eppendorf de
1,5 ml stériles puis les conservés a -80°C.

Remarque :

v' Les ions Ca++ apportés par la solution de transformation CaCl2 neutralisent les charges
négatives répulsives de la membrane bactérienne et de la molécule d’ADN du plasmide,
favorisant ainsi son adhésion.

v' L’incubation initiale dans la glace stabilise les mouvements moléculaires dans la
membrane bactérienne.

v Le choc thermique (passage de 0°C a 42°C) accroit la perméabilité de la membrane
bactérienne ce qui permet le passage des molécules d’ADN du milieu extracellulaire au
milieu intracellulaire.

Ces etapes favorisent la pénétration du plasmide dans la cellule.

Le protocole de préparation des cellules électro-compétente d’E. coli S17-1 utilisées pour clonage
des constructions pPROBE-NT-gfp-insert AB (H1) et aussi des constructions pJQ200KS+-AB :
CD (H1-H2) se résume en plusieurs étapes. Premiérement, il faut commencer par un repiquage de
la souche conservées a -80°C sur du LB solide puis préparer a partir d’un clone pur une pré-culture
dans 10 ml de LB sans antibiotiques. Le lendemain ajouter 2,5 ml de la pré-culture sur 250 ml de
LB et laisser incuber jusqu’a une DO de 0,5 ou 0,6. Ensuite, incuber la culture bactérienne, I’eau
stérile et le glycérol 10% dans la glace pour 15 minutes (a partir de cette étape les échantillons
doivent étre manipulés au froid). Apres refroidissement, centrifuger la culture a (4000 tr/min pour
15 min/4°C) puis éliminer le surnageant et laver les cellules en ajoutant de 1’cau stérile. Ajouter
sur le culot le volume équivalent au milieu éliminé de ’eau stérile puis agiter avec vortex et
centrifuger (méme condition de centrifugation précédente). Jeter le surnageant et ajouter 50 ml de
glycérol 10% (50 ml pour les 250 ml préparés au début) et Centrifuger/15min/4°C. Ensuite, ajouter
500 ul ou 300ul de glycérol de 10% sur le culot (le volume ajouté dépend de la quantité du culot)
et distribuer 50 ul de suspension bactérienne par tube pour les stocker a -80°C. Lors de la
transformation S17-1, il faut utiliser les cuvettes a diametre de 0.2 mm refroidis et mettre dans la
cuvette 50 ul de la souche S17 puis ajouter 2 ou 3 a 4 pl de la construction a cloner
(plasmide+insert). L’électroporation est effectuée selon les paramétres suivants : 15 KVolts,
700ms (haut niveau) 200ms (bas niveau). Resuspender les bactéries rapidement dans 500 pl de
milieu LB liquide et mélanger avec pipetage. Par la suite la suspension bactérienne transformée

est transférée sur un tube pour une incubation a 37°C pendant 1 heure sous agitation. A la fin de
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I’incubation 10 et 100ul de la suspension bactérienne sont étalées sur deux boites LB-agar

contenant 1’antibiotique adéquat au plasmide utilisé. Incuber a 37°C jusqu'a apparition de colonie.

B.7.2. Ensifer aridi LMR0OO01

Nous avons réalisé une transformation par une conjugaison bactérienne biparentale entre la S17-1
et I’Ensifer aridi LMROO1 pour avoir le transfert de I’information génétique sous forme de
plasmide modifi¢ d’une bactérie donneuse vers la bactérie receveuse. En commencant, Etaler la
bactérie Ensifer aridi LMR0O1 résistante & la Rifampicine sur milieu TY solide sélectif par
I’addition d’antibiotique approprié¢ et incuber la culture a une température de 28°C jusqu'a
I’apparition des colonies (4 ne pas dépasser les 3jours). Le deuxieéme jour, Etaler la bactérie S17-
1 qui contient le plasmide que 1’on veut transférer sur milieu LB Solide avec I’antibiotique de
sélection, puis on incube la culture & 37°C pendant une nuit. Lancer une préculture a partir des
colonies bien pure dans du TY liquide pour la LMROO1 et LB liquide pour la S17-1 additionnées
avec les antibiotiques adéquats pendant une nuit. Le lendemain, centrifuger les précultures a 4000
tr/min pour 15 minutes puis accéder a un lavage cellulaire avec de I’eau distillées stériles (deux
lavages sont nécessaires pour éliminer les traces des antibiotiques ajoutés et aprés chaque lavage
centrifuger a 4000 tr/min pour 15 minutes). Eliminer les traces de 1’eau et ajouter du TY-liquide
sans antibiotique puis mélanger 5 volumes de bactéries receveuse avec un volume de bactérie dans
un tube de 2 ml. Centrifuger la suspension et éliminer les surnageant pour laisser un volume de
50ul qui va étre déposé sous forme d’un goute au centre de la surface du milieu TY-solide. Incuber
la boite a 32°C pour 3 jours. Le quatrieme jour, on prend toute la croissance bactérienne dans 2ml
de TY puis on étale 50 ul de trois dilutions DO, D3 et D 5 sur TY additionné avec les antibiotiques
choisis. Les clones apparus sur les boites sont sélectionnés par PCR spécifiques en utilisant les
amorces spécifiques A et D utilisés précédemment pour la création des fragments H1 et H2 afin
de sélectionner les souches mutées, aussi I’amorce GFP et ’amorce spécifique B pour la sélection

des souches qui ont regues le plasmide avec le promoteur.

B.8. Mutagénése par double recombinaison homologue

B.8.1. Principe de la sélection
Cette approche se base sur un mécanisme moléculaire nommeé la double recombinaison qui permet
d’intégrer des fragments d’ADN provenant d'un plasmide dans le chromosome d’une bactérie par
recombinaison au niveau de séquences homologues entre le chromosome et le plasmide. La
procédure de sélection se fait en deux étapes. Dans une premiére étape, I'ensemble du plasmide est

intégré dans le chromosome. Lors de cette étape, une premiere recombinaison homologue
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intervient entre deux séquences homologues portées sur le chromosome d’une part et sur le
plasmide d’autre part. Dans le cas de la mutagénése dirigée et comme indiqué plus haut, nous
avons cloné dans un vecteur suicide, deux fragments d’ADN correspondants aux régions 5’ et 3’
du gene a muter (régions H1 et H2). Afin de transférer le plasmide pJQ200SK+, nous avons utilisé
la méthode de la conjugaison bactérienne biparentale utilisant la souche LMR0O1 résistante a la
rifampicine. A la suite de la premiére recombinaison qui a lieu (événement rare) entre les deux
premiéres régions homologues, il y a insertion de la totalité du plasmide dans le chromosome.
Comme le plasmide ne peut se répliquer dans la souche de rhizobium, il est facile de sélectionner
les cellules ayant intégré le plasmide dans le chromosome car elles auront acquis la résistance a
I’antibiotique qui est porté par ce plasmide. Dans le cas du plasmide pJQ200SK+, il s’agit de la
gentamycine. Nous avons donc sélectionné des clones de LMROO1 résistants a la rifampicine et a
la gentamycine. Pour la deuxiéme étape, Une fois une bactérie LMROO1 tolérante a la gentamycine
obtenue, il va falloir sélectionner les bactéries qui auront subi la deuxieme recombinaison au
niveau de la deuxieme région clonée afin d’obtenir des mutants. La sélection des mutants ayant
perdu le plasmide se fait en utilisant le saccharose (sucre) a une concentration de 5-7 % dans le
milieu de culture. Pour cette étape, le gene sacB de Bacillus subtilis et qui est présent dans le

plasmide suicide pJQ200KS+ est utilisé comme marqueur de contre sélection.

Pour cela, on cultive dans un premier temps sur boite contenant du TY (20pg/ml Gentamycine,
100pg/ml Rifampicine) la souche de LMROO1 contenant le plasmide intégré. Il faut effectuer
ensuite une série de dilutions (50ul de la suspension bactérienne dans 450pul de milieu TY liquide
pour la premiére dilution...). Puis étaler chaque dilution sur la surface du milieu TY solide sélectif
avec sucrose 5% et 100png/ml Rifampicine. Incuber la culture dans 1’étuve a une température de
28°C jusqu'a apparition des colonies. A noter que cette deuxiéme recombinaison peut avoir lieu
au niveau de la deuxiéme région mais également au niveau de la premiere région (H1). Dans le
cas d’une deuxiéme recombinaison au niveau de la premiére région, le génotype sauvage est alors
obtenu. Afin d’obtenir des mutants, il faudra donc identifier des clones ayant subits la deuxieme

recombinaison au niveau de la deuxiéme région en plus de la premiére recombinaison.

B.8.2. Sélection des clones des LMR001 mutants

Aprés croissance de colonies, il faut dans un premier temps isoler chaque colonie et les repiquer a
la fois sur TY solide non sélectif et sur TY solide avec Gentamycine de sorte a avoir une copie de
la souche de chaque colonie isolée sur boite de TY solide et de vérifier que chaque clone a bien

perdu le plasmide qui était intégré dans le génome. Comme le gene sacB a un taux de mutation
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assez ¢leve, cette étape nous permettra de s’assurer que la deuxiéme recombinaison a bien eu lieu.
En effet, si la bactérie pousse sur milieu avec saccharose, en théorie, cela veut dire que sacB n’est
plus présent dans le génome de la souche. Hors si le géne sacB a muté (ce qui I’a rendu non
fonctionnel), on pourra le savoir car la bactérie possedera toujours la résistance a la gentamycine
qui est aussi présente dans le plasmide pJQ200SK+ inséré. Finalement, il faudra donc sélectionner
les clones qui poussent sur saccharose mais qui ne poussent pas sur gentamycine pour sélectionner

que les clones mutés.

On proceéde ensuite a un criblage par PCR des clones ayant subi la double recombinaison
aboutissant au mutant désire et non au génotype sauvage. Pour cela on utilise des amorces externes
aux fragments clonés : les amorces A et D qui doivent dans le cas des mutants amplifiés des
fragments de taille inférieure a 1’amplifias des clones sauvages.
Pour préparer la PCR des clones recombinés, on procede comme suit.
Dans un premier temps, mettre en suspension la colonie a I’aide d’un matériel fin et stérile (cure
dent) dans 50ul d’eau stérile. Puis transférer le tube dans un bain marie sec préchauffer a 99°C et
incuber pendant 10min puis dans la glace. Le mélange va nous servir comme matrice pour la PCR.
11 suffit d’ajouter 3ul de la matrice a 27ul de mixte.
Master mixte, PCR : pour un volume final de 30ul

v' 5Xbuffer............ 5ul. (contient 7,5 mM de MgC12)

v' dNTP (2,5 mM)........3ul.

v' Matrice ................. 3ul. (bactéries lysées)
v' Amorce A (10uM) ...3pul.
v" Amorce D (10uM) ...3pul.
v' Go-Taq (5U) ...... 0,15ul.
v H20............. 10,35pl.
Programme PCR :
95°C- 5min.

35x [95°C- 30sec/ 56°C- 30 sec/72°C- 50 sec]

72°C- 5min/ puis 4°C.

Finalement, comparer la taille des bandes obtenues et vérifier qu’elles correspondent aux tailles
attendues.

Sélectionner un mutant, et le mettre en collection a -80°C.

Extraire I’ADN génomique comme indiqué plus haut et refaire les PCR de la région mutée et

vérifier la mutation par séquencage de la région mutée.
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Ce test est basé sur la mesure d’expression différentielle révélée par I’intensité de la fluorescence
du géne rapporteur gfp. Apres la réalisation du transfert de la construction pPROBE NT-promoteur-
gfp dans Ensifer aridi LMR0O1 sauvage et dans Ensifer aridi LMR0O01 mutée. Nous avons comparé
la réponse transcriptionnelle du géne rapporteur gfp entre les deux souches dans les conditions
stress et les conditions de culture de non-stress. Le stress salin est produit avec 1’ajout du NaCl
dans le milieu TY-liquide a une concentration de 0,25 M ; la méme concentration de sel utilisee
durant 1’analyse transcriptomique. La mesure de I’intensité de la fluorescence du geéne gfp est
réalisée par I’automate TECAN microplaque spectro-fluometre, sous une excitation de 485 nm et
une émission fixée a 535 nm. La valeur de I”’expression relative des promoteurs est mesurée par
une soustraction de la valeur tirée de la fluorescence qui correspond au test contréle non-inoculé
et normalisée avec la densité cellulaire de la croissance bactérienne mesurée par la TECAN
machine. Pour la vérification des données d’expression des genes ciblés dans cette étude gfp-
rapporteur. Nous avons fait une PCR quantitative de certains genes ciblés par la méthode gfp
fluorescence en comparant leurs niveaux d’expression avec 1’expression des génes de ménage

(voir Article 2 et 3 pour la procédure en détail).
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