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Résumé  

 
Analyse in silico des données de transcription et identification des gènes 

impliqués dans la réponse au stress abiotique (stress d'azote) chez le modèle 

biologique Medicago truncatula 

 

 

L’objectif du présent travail est la recherche des gènes impliqués dans la réponse au stress abiotique 

fixation d'azote  dans la racine du modèle biologique Medicago truncatula, par une analyse in silico 

des données de transcription issues de puces Affymetrix, et en utilisant le profil d'expression de  20 

gènes différents aux huit différentes conditions. L'arbre phylogénétique tracé  par le logiciel 

statistique R classe les 20 gènes en 2 clades; le premier clade dispos 4 gènes et le deuxième clade 

dispose 16 gènes. Les résultats obtenus montrent que les gènes impliqués dans cette réponse sont très 

diversifiés et appartiennent à plusieurs groupes comme les gènes codant pour les protéines de types 

LEA,Les facteurs NOD, différents facteurs de transcription (TF), des protéines réceptrices et de 

transport ainsi que d’autres gènes qui codent pour d’autres fonctions. 

 

 

Mots clés : Stress azote ;  Medicago truncatula ; L'arbre phylogénétique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Abstract 
 
 

In silico analysis of transcription data and identification of genes involved in the abiotic 

response (nitrogen stress) in the biological model Medicago truncatula 

 

The objective of this work is the search for genes involved in the response to nitrogen stress in the 

root of the biological model Medicagotruncatula, by an in silico analysis of transcription data from 

Affymetrix chips, and by using the expression profile of 20 vas deferens in eight deferent conditions 

    The phylogenetic tree traced by the statistical software R classifies the 20 genes into 2 clades; the 

first clade has 4 genes and the second clade has 16 genes. The results obtained show that the genes 

involved in this response are very diverse and belong to several groups such as genes encoding LEA 

type proteins, various transcription factors (TF), receptor and transport proteins as well as other genes. 

Which code for other functions. 

 

Key words: Nitrogen stress ; Medicago truncatula ; phylogenetic tree. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
 الملخص 

 

تحليل السيليكو لبيانات النسخ وتحديد الجينات المشاركة في الاستجابة 

 Medicago truncatulaاللاأحيائية )إجهاد النيتروجين( في النموذج البيولوجي 

 

 Medicagoالهدف من هذا العمل هو البحث عن الجينات المشاركة في الاستجابة لضغط النيتروجين في جذر النموذج البيولوجي 

truncatula  عن طريق التحليل السليكي لبيانات النسخ من رقائق ،Affymetrix  أسهر  02، وباستخدام ملف تعريف التعبير لـ

الجينات العشرين في كتلتين  Rتصنف شجرة النشوء والتطور التي تم تتبعها بواسطة البرنامج الإحصائي   .في ثمانية ظروف مختلفة

تظهر النتائج التي تم الحصول عليها أن الجينات المشاركة   .جيناً 61جينات والفرع الثاني يحتوي على  4 ؛ يحتوي الكليد الأول على

وعوامل النسخ المختلفة  LEAفي هذه الاستجابة متنوعة للغاية وتنتمي إلى عدة مجموعات مثل الجينات التي تشفر بروتينات نوع 

(TFوالمستقبلات وبروتينات النقل بالإضافة إ ).لى الجينات الأخرى. أي رمز لوظائف أخرى 
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Introduction 
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Les plantes dans leur milieu sont exposées à différentes contraintes environnementales qui 

peuvent limiter leur croissance et leur développement. De telles conditions environnementales 

sont dites conditions stressantes ou stress. Selon la nature de stress, on peut distinguer les stress 

biotiques et stress abiotiques. Les stress abiotiques sont un ensemble de pression causées par le 

milieu sois physique ou chimique de la plante. 

L’amélioration de la résistancedes plantesaux stress abiotiques a été depuis longtemps un des 

principaux objectifs de l’amélioration végétale. De nombreuses approchesont été conduites 

pour mieux comprendre les mécanismes impliqués et identifier les caractères qui peuvent être 

utilisés comme critères de sélection de la tolérance, la plus récente de ces approches est 

l'approche moléculaire couplée à l’utilisation de l’outil informatique. De cette combinaison 

interdisciplinaire est née la bioinformatique qui trouve son champ d’application dans l’analyse 

et l’interprétation des données biologiques, au moyen de méthodes informatiques en vue de la 

minimisation du temps et du coût des projets de recherche. 

Dans cet ordre d'idée, le présent travail a pour objectif recherché les gènes impliqués dans la 

réponse au stress azoté du modèle biologique Medicago truncatula, par une analyse in silico 

des données de transcription issues de puces Affymetrix.  

Ainsi, ce mémoire est structuré en trois grands chapitres : 

➢Un premier chapitre qui représente qui est une synthèse bibliographique sur la thématique du 

projet.  

➢Un deuxième chapitre pour la description du matériel et des différentes méthodes utilisées.  

➢Le troisième chapitre sera consacré au traitement des résultats obtenus et à leur discussion.  

➢Finalement, une conclusion avec le dégagement de quelques perspectives. 
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I.1. Les Légumineuses  

La famille des légumineuses, estimée à environ 20 000 espèces, se compose essentiellement 

de 3 sous familles, à savoir les Mimosoideae, les Caesalpinioideae, et les 

Papilionoideae(Doyle, 2003). Ce qui en fait la troisième plus large famille des plantes 

supérieures (Gepts, 2005) (figure.1).  

Les légumineuses, largement définies par leur structure florale inhabituelle, leurs fruits et 

leur capacité à former des nodules avec des Rhizobia, viennent en deuxième place parmi les 

plantes cultivées après les graminées (Graham et Vance, 2003).  

 
Figure 1 : Phylogénie des légumineuses. 

 

Les trois grandes sous-familles des légumineuses sont représentées (les Mimosoïdées, les 

Caesalpinoïdéeset les Papilionoïdées), et des estimations du nombre de chromosomes et de la 

taille du génome sont mentionnées. (Young et al., 2003). 

I.1.1.Importance et rôle des légumineuses 

L’importance des légumineuses découle principalement de leur pouvoir à établir une 

association symbiotique fixatrice de l’azote atmosphérique (N2) par association avec des 

bactéries rhizosphériques, appelées rhizobiums  au sein de structures racinaires appelées 

nodules ou nodosités (Graham et Vance, 2003).  

Ceci les rend indépendantes de source d’azote sous forme de nitrates ou d’ammoniaque 

présents dans le sol, ou apportés par des engrais. On estime la quantité de N2 fixé par les 

légumineuses à intérêts agronomiques à environ 40 à 60 millions de tonnes métriques (Mt) 
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chaque année, avec 3 à 5 millions de tonnes supplémentaires fixées par des légumineuses dans 

des écosystèmes naturels (Smil, 1999).  

Au cours de la première phase de la croissance, les légumineuses doivent cependant 

s'appuyer principalement sur l'absorption de N du sol similaire aux espèces non légumineuses, 

avant de pouvoir initier la nodulation et de développer des nodules efficaces infectés par les 

Rhizobiums. En outre, les légumineuses à graines peuvent compter aussi sur la réserve d’azote 

de semences pendant un temps important, en raison des grandes graines avec une teneur en 

azote relativement élevée (Herdina, 1990).  

I.1.2. Medicagotruncatulaen tant que plante modèle 

Le terme Medicagovient du mot latin "Medica" (herbes de médic), il fut modifié par 

Dalechamps en 1587, et devient Medicago. Le nom américain donné à la luzerne "alfalfa" 

proviendrait de l'Arabe ‘البرسيم‘ ’ الفصفصة ‘. 

La luzerne tronquée (Medicago truncatula) est une espèce végétale herbacée des régions 

méditerranéennes. Elle appartient à la famille botanique des Fabacées, plus couramment 

nommées Légumineuses ou Papilionacées. (Doyle and Luckow, 2003). 

Chaque plante peut produire jusqu’à 500 à 1000 graines- et ayant un cycle de vie 

relativement court qui varie entre 2 et 3 mois. La plante fait généralement entre 15 et 80 cm de 

hauteur. Ses feuilles sont trifoliées (Figure 2) et ses fleurs sont jaunes. L’autofécondation donne 

des gousses cylindriques dures contenant chacune 3 à 12 graines avec une durée de vie 

supérieures à 40 ans. (Lesins et Lesins, 1979). 
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Figure 2. : Un rameau de Medicagotruncatula; fleur; gousse; graines. (Lahrech, 2011). 

I.1.2.1. Systématique  

Medicagotruncatula appartient à l’ordre des Fables et à la famille des Fabaceae (ex 

légumineuses), qui comprend plus de 14 000 espèces réparties en trois sous-familles : les 

Césalpiniées, les Mimosacées et les Papilionacées. Les Papilionacées renferment deux clades 

: les Phaseolides d’origine tropicale (ex. le soja Glycine max) et les Galégoïdes d’origine 

tempérée de l’hémisphère nord comme les pois et la luzerne (Doyle et al, 2003). 

D’où la classification de Medicago truncatula : 

Règne :Plantae 
 

Division :Magnoliophyta 
 

Classe :Magnoliopsida 
 

Ordre :Fabales 
 

Famille :Fabaceae 

 

Sous-famille :Papilionoideae 
 

Tribu:Trifolieae 

Genre:Medicago 

Espèce: Medicagotruncatula 
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I.1.2.2.   Origine et distribution géographique 

La présence de M. truncatula sur tout le pourtour méditerranéen (Figure 3) représente une 

source de biodiversité, à travers la présence de plusieurs variétés qui montrent des 

adaptationsdifférentes aux facteurs climatiques et biotiques de leur milieu. Cette caractéristique 

est doncimportante pour l’étude de la génétique et de la génomique. 

 

Figure 3 : Répartition géographique du genre Medicago. 

Les régions encerclées correspondent aux régions d’origine de l’espèce pérenne M.sativa (en 

rouge) et l’espèce annuelle M. truncatula(en vert). Les flèches indiquent l’expansion vers de 

nouvelles régions. (Delalande et al., 2007). 

I.1.2.3. Caractéristiques et intérêts génétiques et génomiques 

Elle est diploïde (2n=16), autogame et annuelle. Elle possède un génome de faible taille, 550 

Mpb soit environ 4 fois celui d’A. Thaliana (Blondon et al., 1994).  

Elle présente une forte variabilité biologique pour le port, la périodicité des plantes, le 

nombre des graines par gousses, l’efficacité de nodulation et de fixation de l’azote. Il existe une 

forte synthé nie entre le génome de M. truncatula et de plusieurs autres légumineuses, 

notamment de M. sative et du poids (Zhu et al., 2005 ; Aubert et al., 2006).  

Des outils génétiques (cartes génétiques) ont été générés par plusieurs laboratoires (Thoquet 

et al., 2002 ; Choi et al., 2004 ; Julier et al., 2007 ; kamphuis et al., 2008). 

truncatula est facilement transformée par Agrobacterium rhizomes(Boisson-Dernier et al., 

2001).  

Par ailleurs, de nombreux outils et ressources génétiques et génomiques, tels que le 

séquençage en cours de son génome, des cartes génétiques, des banques de BACs et d’ESTs, 

des puces de microarray, des mutants... sont maintenant disponibles (Sato et al., 2007 ; Ané et 

al., 2008) et ont permis d’aborder l’analyse de nombreux processus biologiques et 

physiologiques relatifs tant au développement de la plante (Julier et al., 2007 ; Pierre et al., 

2008) qu’à l’analyse des interactions biotiques ou abiotiques (pour revue : Rose, 2008). 
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Ces constats ont amené la communauté scientifique internationale qui travaille sur les 

Légumineuses à proposer Medicagotruncatula comme plante modèle, non seulement pour 

l’étude des effets des stress abiotiques et des symbioses, mais aussi pour l’analyse des 

interactions Légumineuses-parasites (Cook, 1999 ; Young et al., 2003). 

I.1.2.4. Intérêts agronomiques 

Venant à l’origine du pourtour méditerranéen, M. truncatulaest présente sur des sols 

lourds,marneux ou argileux et est adaptée aux conditions semi-arides (Lazrek ben Friha, 

2008). 

L’intérêt agronomique pour la production fourragère et la diminution de l’épandage 

d’engraisazotés en zone sèche s’avère donc très important. Bien qu’elle soit annuelle, M. 

truncatulapourrait être assimilée à une espèce pérenne, grâce à sa capacité à se ressemer 

naturellement d’une année à l’autre, ce qui aboutit à la diminution du phénomène d’érosion des 

sols très présent dans le bassin méditerranéen.La plupart des variétés commerciales de M. 

truncatula sont essentiellement cultivées en rotation avec des céréales. 

 

I.1.2.5. La biologie de Medicago truncatula 

M. truncatulaa déjà fait l'objet de nombreux travaux de biologie moléculaire, qui ont permiset 

d'étudier plusieurs dizaines de gènes impliqués dans l'interaction symbiotique avec 

Sinorhizobiumou dans la symbiose endomycorhizienne. 

 

I.2.  Le stress 

Les plantes sont souvent soumises à des conditions environnementales défavorables qui 

affectent leur croissance, leur développement et leur productivité et qu’on peut regrouper sous 

le nom ‘stress’. Tous les stress impliquent des réactions de signalisation capables de déclencher 

une réponse chez la plante. 

I.2.1. Définition du mot  stress  en biologie  

 D’un point de vu biologique, un stress est toute condition externe capable de provoquer des 

changements ou des dégâts chez l’être vivant. (Hopkins, 2003). 

Si la contrainte est suffisamment sévère, l’effet sur l’organisme vivant peut être permanant 

dommage ou mort. Aussi comme pour les corps physiques, les organismes vivants présentent 

une particularité vis-à-vis de chaque stress (Levitt, 1980). 

I.2.2. Le stress biotiques et  le stress abiotique  
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Selon l’agent stressant, on peut distinguer les stress biotiques résultant d'une interaction avec 

d'autres organismes vivant, par exemple, une infection ou un parasitisme, et les stress abiotiques 

causés par des conditions défavorables de l’environnement physique de l’être vivant comme la 

température, l'humidité, l'intensité lumineuse, l'approvisionnement en eau ou en 

nutriments(Schulze et al, 2005). 

I.2.3. Le stress  d'azote   

La capacité à pouvoir fixer l'azote atmosphérique via la mise en place d'une symbiose avec 

Rhizobium mélilot au niveau racinaire fait que cette culture ne nécessite pas d'engrais azote 

(Spaink, 2000 ; Perret et al. 2000). 

Sa composition en acides aminés est en outre bien équilibrée. Les acides aminés essentiels 

pour l'alimentation animale sont tous présents dans la matière azotée de cette plante. Enfin, et 

de manière plus récente, elle est utilisée pour la production de molécules d'intérêt 

pharmacologique lui conférant un attrait industriel non négligeable. 

I.3.la symbiose fixatrice d’azote 

I.3.1  La symbiose légumineuse-Rhizobium 

L’importance des légumineuses est largement attribuée à leur capacité à établir au niveau 

deleurs racines une symbiose fixatrice de l’azote atmosphérique (N2) avec les rhizobiums. Ces 

bactéries sont hébergées dans des structures appelées nodules ou nodosités dans lesquelles elles 

trouvent les conditions idéales pour réaliser les réactions de réduction d’azote. 

I.3.2  Les partenaires symbiotiques 

a. Les légumineuses 

Les Légumineuses possèdent l’aptitude de former des symbioses fixatrices d’azote avec des 

bactéries du sol (De Faria et al., 1989). 

 L’association entre les plantes de la famille des légumineuses et les bactéries rhizobia est 

l’interaction symbiotique la plus efficace en termes de fixation azotée, (Ferguson et al., 

2010).Sur un plan scientifique, la Légumineuse modèle Medicagotruncatula, est l’une des plus 

utilisé.  

b. Les rhizobia 

Le terme Rhizobium vient du grec Rhiza=racine et bios=vie et provient de la première 

appellation au XIXème siècle du premier genre bactérien vivant dans le sol et pouvant nodules 

les légumineuses. 

Les rhizobiums sont des bactéries de la famille des Rhizobiacées, ils sont Gram négatifs, non 

sporulant, et ils apparaissent en forme de bâtonnets et sont mobiles. Ce sont des 
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microorganismes aérobies de petite taille dont la température de croissance optimale est de 

28°C et le pH optimal est de 6 à 7. 

I.3.3.  Les différentes étapes de la formation de la nodosité 

La mise en place de la symbiose Légumineuse-Rhizobium se caractérise par 3 étapes 

principales (1) une étape de reconnaissance entre la plante et la bactérie parl’intermédiaire d’un 

dialogue moléculaire, (2) l’infection de la racine par la bactérie et ledéveloppement du 

primordiaux nodulaire, et (3) la formation d’un nouvel organe racinaire, la nodosité au sein 

duquel se déroule la réduction et la fixation de l’azote atmosphérique. 

I.3.3.1. Dialogue moléculaire entre les deux partenaires 

L’établissement de la symbiose Rhizobium/légumineuse (SRL) est possible grâce à un 

dialogue moléculaire complexe entre la plante hôte et la bactérie (Gough et Cullimore, 2011; 

Oldroyd, 2013). 

En condition de carence azotée, les racines des légumineuses secrètent un cocktail de 

composés phénoliques, les flavonoïdes, qui va être reconnu par certaines espèces de 

Rhizobia(Redmond et al., 1986). 

 La reconnaissance des flavonoïdes a deux effets sur les bactéries : un effet d'attraction en 

direction de la plante et l’activation de l'expression des gènes nod (nodulation). L'expression de 

ces gènes va permettre la production et la sécrétion de lipo-chito-oligosaccharides (LCOs) 

particuliers, appelés communément Facteurs de Nodulation (ou facteurs Nod, FNs). Chaque 

souche deRhizobia produit des FNs qui lui sont propres et qui permettent une reconnaissance 

spécifique entre les deux partenaires de la symbiose (Caetano-Anolles et Gresshoff, 1991; 

Dénarié, Debellé et Promé, 1996; Spaink, 2000). 

I.3.3.2. Infection et développement de la nodosité 

Les facteurs Nod sont perçus par la plante jusqu’à de très faibles concentrations(10-4 nM) 

grâce à la présence de récepteurs membranaires LysM-RKs(Gough&Cullimore,2011). 

 Ces récepteurs sont composés d’un domaine LysM extracellulaire (pour la liaison au facteur 

Nod) et d’un domaine kinase cytosolique(Arrighietal., 2006).  

La perception desfacteurs Nod induit chez la plante de multiples réponses, et permet 

simultanément l’invasionbactérienne et le développement des divisions cellulaires, ce qui 

aboutit à la formation duprimordiaux nodulaire.  
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I.3.3.3. Le fonctionnement de la nodosité 

Un des changements clefs de la différenciation des bactéries en bactéroïdes est l’induction 

des gènes codant les différentes sous-unités de la nitrogénase (figure 4), l’enzyme responsable 

de la fixation de l’azote atmosphérique.  

La réduction d’une molécule d’azote en deux molécules d’ammoniaque par cette enzyme 

consomme 16 ATP .L’énergie nécessaire au maintien de l’activité nitrogénase est assurée par 

la plante qui fournit aux bactéroïdes des composés carbonés issus de la photosynthèse (Zirilli 

et al., 1988). 

En contrepartie, l’ammoniaque produit par le bactéroïdes est assimilé dans le cytoplasme de 

la cellule végétale. 

 

 

Figure 4 : Structure du complexe enzymatique de la nitrogénase. 
I.3.3.4. La sénescence du processus symbiotique 

La fixation de l’azote est optimale pendant les premières semaines post-infection. Audelà de 

cette période, l’efficacité de fixation diminue et conduit à la mise en place progressive d’un 

processus de sénescence (Puppo et al., 2005). 

La sénescence nodositaire est  caractérisé par un changement de couleur de la zone de 

fixation qui passe du rose au vert ce changement est en partie provoqué par la dégradation de 

leghémoglobine. Le développement de la sénescence peut être divisé en deux étapes.  

Une première étape, au cours de laquelle les bactéroïdes sont dégradés et les symbiosomes 

fusionnent. Cette fusion forme des compartiments de lyse qui permettent la remobilisation des 

nutriments (Vasse et al., 1990;Limpens et al., 2009).  
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La deuxième étape correspond à la dégradation des cellules végétales hôtes (Vasse et al., 

1990; Van de Velde et al., 2006).  

Le phénomène de dégradation cellulaire, s’accompagne de la mise en place d’une forte 

activité protéolytique via l’activation de gènes codant pour des protéases telles que les cystéines 

protéases (CP), des nucléases, des lipases et différents types d’hydrolases (Van de Velde et al., 

2006).  

La diminution de l’expression des gènes codants pour les leghémoglobines, ainsi que la 

diminution de la teneur en Lb, sont corrélées à la mise en place du processus de sénescence 

(Puppo et al., 2005). 

 Il est possible de déclencher artificiellement la sénescence nodositaire en appliquant soit un 

stress carboné en privant les plantes de lumière, soit en provoquant un stress nitrate en 

augmentant les quantités de nitrate dans le milieu (Matamoros et al., 1999). 

 

Figure 5 : Représentation schématique des principales étapes de la symbiose Rhizobium-         

légumineuses. 

 

I.3.4. Le cycle d’azote  

Il se compose  principalement de trois processus de base (figure 6) : 

(a).La fixation de l’azote moléculaire N2  

Correspond à la conversion de l’azote atmosphérique en azote utilisable par les plantes et les 

animaux. 
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L’ammonium (NH4+) se transforme en ammoniac (NH3) gazeux, dans les sols où le pH est 

élevé 

(b) La nitrification :  

correspond à la transformation des produits de la fixation (NH3 et NH4+) par l’action des 

bactéries (Costa et al., 2006) nitrosantes (Nitrosomonas, Nitrosococcus) ennitrites (NO2-) les 

nitrites sont transformés en nitrates (NO3-) par l’action de bactéries nitrifiants (Nitrobacter, 

Nitrococcus). 

  (c) La dénitrification :  

Il s’agit d’une réaction de réduction des nitrates (NO3-), par l’intermédiaire de bactéries 

anaérobies (Pseudomonas) qui transforme la matière organique, en une forme gazeuse N2 qui 

retourne dans l’atmosphère et ainsi le cycle recommence. 

 

 
Figure 6 : Schéma du cycle de l’azote terrestre. 

  

I.4. La Bio-informatique 

I.4.1. Définition de la Bio-informatique 

La bio-informatique correspond à l’utilisation de l’informatique pour stocker et analyser les 

données de la biologie moléculaire (Beroud, 2011). 

On peut également la définir comme étant la discipline émergente de la recherche qui se 

place à l’interface de la biologie et de l’informatique (Jongennel, 2000). 

Elle est constituée par l’ensemble des concepts et des techniques nécessaires à 

l’interprétation de l’information génétique et structurale donc c’est le décryptage de la ‘bio-

information’ et donc en anglais ‘Computationnel biologie(Claverie, 2013). 
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Figure 7 : Schématisation de l’approche in silico de la biologie (Bonsai, 2014). 

I.4.2 Les bases et les banques de données 

Les techniques récentes de biologie moléculaire génèrent une quantité massive de 

données qui ne se sont pas gérables par les techniques de publication traditionnelle 

(Chiapello et al, 2000). 

Pour cela, Il existe deux types de structure de stockage :  

 Celles qui offrent des informations plutôt hétérogènes.  

 Celles qui correspondent à des données plus homogènes d'espèces précises. 

 Il est fréquent d'appeler les premières 'banques de données' et les secondes 'bases de 

données', mais cette distinction n'est pas très connue par les non-biologistes (Boukadida 

et al, 2004). 

 Les banques de données ou banques généralistes : Ensemble de données relatives à un 

domaine d’étude et organisées pour être offertes à la consultation des utilisateurs. Par 

exemple, NCBI : National Center for Biotechnologie Information (banque américaine 

créée en 1988) et EMBL : Européen Moléculaire Biologie Laboratoire (banque 

européenne qui existe depuis 1980) sont les grandes banques de séquences généralistes. 

Leur mission est de rendre publiques les séquences qui ont été déterminées. On trouve 

également une expertise biologique directement liées aux séquences 

traitées(Gardaring, 2003). 

 Les bases de données : Ensemble de données relatives à un domaine d’étude spécifique. 

Elles ont pour but de recenser des familles de séquences ayant des caractéristiques 

biologiques communes comme les gènes identiques issus d'espèces différentes. Elles 

peuvent aussi regrouper des classes spécifiques de séquences comme les vecteurs de 

clonage ou la séquence complète d'un même génome (Gardaring, 2003). 
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I.4.3. Les domaines de la Bioinformatique  

I.4.3.1. Phylogénie  

La phylogénie c’est l’étude des relations de parentés entre différents êtres vivants en 

vue de comprendre l’évolution des organismes vivants. Il existe plusieurs méthodes pour 

la construction des arbres phylogéniques tels que la parcimonie. Par le biais de la 

bioinformatique ces méthodes sont devenues facile grâce aux logiciels et les outils 

informatiques(Chollier, 2006). 

I.4.3.2. Génomique structurale et fonctionnelle 

La génomique est une branche de la biologie qui porte sur l’étude des génomes, qui 

constituent le support moléculaire des caractères héréditaires des êtres vivants. Grâce à la 

bioinformatique et au séquençage, l’analyse en génomique est passé d’un gène au génome 

complet (Caboche, 2006). 

 L’annotation puis l’intégration de ces données vise à donner un sens à l’information stockée. 

C’est le passage du génome séquencé au génome annoté et aux bases de données secondaires 

tel que ‘GENE’ (NCBI). Pour une recherche de gêne candidat.  

I.4.3.3. Biotechnologie  

Les évolutions des biotechnologies dans les domaines de l’environnement, de la santé, de la 

recherche et de l’industrie ont besoin de diagnostics précis, d’analyses fiables et de productions 

innovantes, conduites avec un souci d’assurance qualité et de sécurité biologique à l’aide de la 

bio-informatique et ces applications et ces logiciels. 

I.4.3.4. Analyse de la transcription 

 La transcription des gènes est précisément régulée, chaque gène est exprimé à un 

niveau spécifique en fonction du type cellulaire, du tissu, du temps, des conditions intra- 

et extracellulaires. Le transcriptome est défini comme l'ensemble de toutes les molécules 

d'ARN transcrites à partir d'un génome il est utilisé pour comprendre les mécanismes de 

régulation transcription elle, ainsi que pour certaines applications médicales. 

 

I.4.4. Medicago truncatula et bio-informatique 

A l’heure actuelle, de nombreux outils bioinformatiques sont disponibles chez M. truncatula. 

Ils concernent les prédictions et annotations de gènes, d’EST (Expressed Sequence Tag) et de 

protéines, mais permettent aussi la réalisation d’alignements de séquences sur les bases de 

données spécifiques de M. truncatula ou des légumineuses.  

Tableau 1 : Quelques bases de données bioinformatiques disponibles pour M. truncatula. 
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Données Nom 

Gènes (prédictions et annotations) MTGD: The Medicago truncatula Genome Database 

(http://www.MedicagoGenome.org) 

EST TIGR 

:TheInstituteforGenomicResearch(http://www.jcvi.org) 

Alignements nucléotidique Université d’Oklahoma (https://www.ou.edu/) 

EST, ORF, cartes Génétiques LIS : Legume Information System 

(https://legumeinfo.org/) 

 

 

http://www.jcvi.org/
https://www.ou.edu/
https://legumeinfo.org/
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     II.1 Matériel  
Le matériel d’étude sur lequel nous avons travaillé est constitué d’une collection de données 

d’expression de gènes issues de puces de type Affymetrix disposée online sur la base de 

données MtGEA. 

L’utilisation de puces à oligonucléotides de type Affymetrix permet de quantifier en théorie 

l’abondance absolue de chaque ARNm transcrit. Le principe de fabrication de ces puces est la 

synthèse in situ de centaines de milliers de séquences distinctes d'oligonucléotides sur une 

matrice de verre, fixées par photolithographie et chimie combinatoire. Les ARNm de 

l’échantillon à analyser sont amplifiés, fragmentés et marqués par un système de couplage 

biotines-treptavidine pour l’hybridation sur la puce. Chaque gène est représenté sur la puce par 

une quinzaine de sondes constituées d’oligonucléotides courts de 20-25 bases couvrant 

différentes portions spécifiques du gène. Chaque ensemble d’oligonucléotides est appelé 

ProbSet auquel un identifiant est associé (ProbSet ID). 

Une estimation directe du niveau d’expression de chaque gène est obtenue en calculant le 

signal moyen sur l’ensemble des sondes représentant le gène. 

II.2 Méthodes  

La méthodologie de travail débute par la recherche de ProbSet ID et la collecte des données 

d’expression des gènes relative à la symbiose et la sénescence.  

Ensuite, la collecte et le classement des données d’expression de ces gènes dans 8 conditions 

différentes. Et se termine per une analyse statistique par R. 

           II.2.1 Recherche du Batch Download by Experiment dans la base de données 

MtGEA 

Le projet de séquençage du génome de Medicagotruncatula a été lancé en 2003 par la 

Samuel Roberts Noble Foundation et l’université d’Oklahoma. Les données sont rassemblées 

et mise à jour de façon continuelle par l’institut "J. Craig Venter. 

  Le serveur Web Medicagotruncatula Gene Expression Atlas (MtGEA) est une plate-forme 

centralisée pour l’analyse du transcriptome de M.truncatula. 

Actuellement, il héberge les données d’expression génique de 156 GeneChip du génome de 

M.truncatula dans 64 expériences différentes, couvrant un large éventail de conditions 

environnementales et de stades de développements. Le serveur permet des analyses multiples 

de données de transcription et fournir une série d’informations sur les gènes, y compris les 

différents types d’annotations et des liens vers la séquence de génome, qui aident les utilisateurs 

à formuler des hypothèses sur la fonction des gènes. 

https://mtgea.noble.org/v3/experiments.php
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Figure 8 : Interface du moteur de rechercheMtGEA. 

Parmi les fonctionnalités qu’offre le moteur de recherche MtGEA est la page d'accueil 'Batch 

Download by Experiment'  Cette page répertorie les données d'expression par expérience 

(appelées «puce», «diapositive» ailleurs) et le téléchargement de toutes les expressions. 

Les expériences sont regroupées selon leurs sources de données (auteurs).

 

Figure 9 :   l'option  Batch Download by Experimentsur le moteur de rechercheMtGEA. 
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Figure 10: Interface du Batch Download by Experiment. 

II.2.2. Collecte des données d’expression des gènes sur la page d'accueil Batch 

Download by Experiment 

Par l’utilisation de la fonctionnalité batch downloadexperiment on a sélectionné 08 

conditions (KNO3, Sinorhizobuim  ,Mycorisation 6h ,Mycorization  24 h ,Nod4 day ,Nod 14 

day , RootMyc 3wk infection , Nodule 20) différents relient au deux phénomène la symbiose et 

la senescence. 

 Tableau 2 : Conditions sélectionnées pour la Symbiose et la Senescence.  

Conditions Leurs traitements 

KNO3 Traitement chimique et biologique: nitrate de potassium 10mM 

SinorhizobuimMeliloti Traitement biologique(racine du plante avec bactérie 

sinorhizobuim) 

Nod 4Day/14Day Traitement biologique après l'inoculation rhizobienne 

(grumeaux) 

 

Mycorisation 6h /24h Traitement chimique et biologique (racine du plante de type 

sauvage traitées avec des sMyco-LCO Symbiose) 

Root-Myc 3wek 

infection 

Traitement biologique : interaction plante micro-organisme 

nodulation 

Nodule 20 Day Traitement chimique: plante âgé de 20 jours 
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Tableau 3 : Les données des gènes relatives aux 08 conditions. 

 
 

Les collectes des données sont classe sur l'Excel sous former de tableaux.Ces valeurs vont être 

ensuite triées du plus grand au plus petit. 

Tableau 4 : Les données des gènes classé sur la feuille de calcul Excel. 

 

Enfin, Pour l’étude statistique, on a classé les données obtenues dans l Excel  et on a pris les 

20 premiers. 
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II.3 Etude statistique par R  

R est un système d'analyse statistique et graphique crée parRoss Ihaka et Robert 

Gentleman.C’est à la fois un logiciel et un langage qualifié de dialecte du langage S crée par 

AT&T Bell Labs. Comporte de nombreuses fonctions pour les analyses statistiques et les 

graphiques ; ceux-ci sont visualises immédiatement dans une fenêtre propre et peuvent être 

exportes sous divers formats. Les résultats des analyses statistiques sont affichés à l'écran, 

certains résultats partiels peuvent être sauvés a part, exportés dans un fichier ou utilises dans 

des analyses ultérieures.  

-L’utilisation de R présente plusieurs avantages : 

 C’est un logiciel multiplateforme, qui fonctionne aussi bien sur des systèmes Linux, 

Mac OS X ou Windows. 

 C’est un logiciel libre, développé par ses utilisateurs et modifiable, gratuit. 

 R est de plus utilisé dans tous les secteurs scientifiques, y compris dans le domaine des 

analyses d’enquêtes et, plus généralement, des sciences sociales. 

-L’interface de R est divisée en quatre quadrants : 

 Le quadrant supérieur gauche est dédié aux différents fichiers de travail. 

 Le quadrant inférieur gauche correspond à ce que l’on appelle la console. 

 Le  quadrant  supérieur  droit  permet  de  connaître  la  liste  des  objets  en  mémoire  

ouenvironnement de travail, ainsi que l’historique des commandes saisies dans la 

console. 

 Le quadrant inférieur droit afficher la liste des fichiers du répertoire de travail, les 

graphiques réalisés et la liste des extensions disponibles, l’aide en ligne et un Viewer 

utilisé pour visualiser certains types de graphiques au format web. 

De nombreuses solutions existent (distance maximum, moyenne, Ward…). Chacune d’elle 

produira un dendrogramme différent. Cependant, à l’usage, on privilégiera le plus souvent la 

méthode de Ward. Cette méthode se distingue de toutes les autres en ce sens qu’elle utilise une 

analyse de la variance approchée afin d’évaluer les distances entre groupes. En résumé, cette 

méthode cherche à minimiser l’inertie intra-classe et à maximiser l’inertie interclasse afin 

d’obtenir des classes les plus homogènes possibles. 
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Figure 11 : L’interface de R en quatre quadrants. 

Tableau 5 : Les formules des commandes utilisées dans R (Barnier et al, 2017). 

<- Opérateur d’assignation. Il prend une valeur quelconque à droite et la place dans l’objet 

indiqué à gauche. 

Set data Le répertoire des documents. 

Setwd Le répertoire de travail peut être modifié par cette fonction. 

Read The Data Lire le document/fichier. 

Nuage des 

points /plot  

Représentations graphiques, notamment grâce à des extensions dédiées. 

Pour l’heure contentons-nous d’un premier essai à l’aide de la fonction générique, 

afficher le dendrogramme obtenus. 

Normalisation S’accorder sur une procédure, sur une règle, qui sera utilisée par le plus grand nombre. 

Apply La fonction est liée à la notion de sous-population. 

Scale La fonction est centrée. 

~ Le  symbole  correspond  au  répertoire  utilisateur  système,  dont l’emplacement dépend 

du système d’exploitation. 

Dist Calcule de la distance. 

hc / hclust permet de réduire significativement le temps de calcul. 

Length Nous renvoie le nombre d’éléments du vecteur. 

Mean Nous donne la moyenne des éléments du vecteur. 

Var Nous donne la variance des éléments. 

Labels Permet de modifier les noms dans le facteur résultat. 
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Tableau 6 : présente les données de l'expression des gènes sur le logiciel
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III. Résultats et discussion  

 III.1.Résultats 

Après l’analyse statistique menée sur la totalité des données relatives aux 08 conditions pour la 

symbiose et senescence, l'application noua a permis de repartir les 20 gènes   utilisées pour 

l’étude en plusieurs clades, l’obtention des résultats sous forme de phylogramme.

 

Figure 12 : Cluster ING de la totalité des gènes sur logiciel R. 

Selon un pourcentage de dissimilarité inférieur ou égale à 9,5, le phylogramme est divisé en 2 

clades, chaque clade regroupe un nombre de gènes (Tableau). 

Tableau 7: le nombre de gènes dans chaque clade. 

Clades Nombres de gène 

Calade    1 16 

Calade    2 4 

 

L’observation du phylogramme nous a permis de voir chaque clade est divisé en plusieurs sous-

clades: 
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Le 1 er clade  

 
Figure 13 : présente le premier sous- clade dans la phylogramme. 

 

Tableau 8: présente l'identifiant et la description du premier sous-clade. 

Probset ID Identifiant Description 

Mtr.8505.1.S1_at           Medtr2g081770.1 embryonicabundant-

likeprotein 

 

Mtr.10361.1.S1_at        

 

Medtr8g045490.1 pathogenesis-

relatedproteinbet V I 

familyprotein 

 

 

Figure 14 : présente le deuxième clade dans la phylogramme 

 

Tableau 9: présente l'identifiant et la description de le deuxième sous- clade 

Probset ID Identifiant Description 

Mtr.5687.1.S1_s_at       Medtr4g101280.1 Lipide Transfer protéine 
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Figure 15: présente le troisième sous- clade dans la phylogramme. 

 

Tableau 10 : présente l'identifiant et la description du troisième sous-clade. 

Probset ID Identifiant Description 

Mtr.8445.1.S1_s_at          

 

Medtr1g116947.1 pollen proteinOle E I-

likeprotein 

Mtr.27459.1.S1_s_at        

 

Medtr2g436620.1 

 

translationally-

controlledtumor-

likeprotein 

 

 

Mtr.10392.1.S1_at       

 

Medtr2g094270.2 

Medtr2g094270.1 

major intrinsicprotein 

(MIP) familytransporter 

major intrinsicprotein 

(MIP) familytransporter 

Mtr.2238.1.S1_s_at      

 

Medtr4g029600.1 extensin-

likerepeatprotein 

Mtr.40065.1.S1_at        Medtr3g085490.1 

Medtr3g085490.2 

60S ribosomal protein 

L17A 

60S ribosomal protein 

L17A 

 

Mtr.12333.1.S1_a_at      

 

Medtr3g114190.1 

Medtr3g113780.3 

Medtr3g113780.1 

Medtr3g113780.2 

Medtr3g114180.1 

transmembraneprotein, 

putative 

hypotheticalprotein 

hypotheticalprotein 

hypotheticalprotein 
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Figure 16: présente le quatrième sous- clade dans la phylogramme. 

 

Tableau 11: présente l'identifiant et la description de le quatrième sous- clade. 

Probset ID Identifiant Description 

Mtr.42926.1.S1_s_at         Medtr7g112860.2 

Medtr7g112860.1 

dormancy/auxinassociatedprotein 

dormancy/auxinassociatedprotein 

Mtr.24829.1.S1_at            

 

No information availab. No information available. 

 

 
 

Figure 17: présente le cinquième sous- clade dans la phylogramme. 
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Tableau 12 : présente l'identifiant et la description du cinquième sous-clade. 

Probset ID Identifiant Description 

Mtr.34487.1.S1_s_at        

 

Medtr5g018940.2 

Medtr5g018940.1 

Medtr8g052030.1 

42S ribosomal S4-like 

protein 

42S ribosomal S4-like 

protein 

42S ribosomal S4-like 

protein 

Mtr.12276.1.S1_at           

 

Medtr4g132110.1 

Medtr4g132110.2 

cationicperoxidase 

cationicperoxidase 

Mtr.49523.1.S1_at           

 

Medtr1g098220.1 ribosomal protein 

S13P/S18e 

 

 
Figure 18: présente le sixième sous- clade dans la phylogramme. 

 

Tableau 13 : présente l'identifiant et la description du sixième sous- clade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Probset ID Identifiant Description 

Mtr.40144.1.S1_at            

 

Medtr2g025780.1 hypotheticalprotein 

Mtr.36255.1.S1_s_at         

 

Medtr3g070210.1 

Medtr3g070210.2 

Medtr3g070210.4 

Medtr3g070210.3 

major intrinsicprotein 

(MIP) familytransporter 

major intrinsicprotein 

(MIP) familytransporter 

major intrinsicprotein 

(MIP) familytransporter 

major intrinsicprotein 

(MIP) familytransporter 
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 Le 2 eme clade  

 
Figure 19 : présente le septième  clade dans la phylogramme. 

Tableau 14: présente l'identifiant et la description de le septième clade. 

Probset ID Identifiant Description 

Mtr.39601.1.S1_s_at  

 

Medtr7g103030.1 tonoplastintrinsicprotein 

 

Mtr.23143.1.S1_at  

 

Medtr3g067430.1 albumin I 

 

Mtr.10297.1.S1_at  

 

Medtr4g075290.1 peptidyl-prolyl cis-

transisomerase 
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III.2 Discussion 

Les plantes soumis à des conditions environnementales extrêmes développent des réactions 

qui sont contrôlées à la base par les voies de signalisation qui a leur tour conditionnées par les 

modifications au niveau de l’expression des gènes. 

Ainsi, lors de la présente étude qui a porté sur l’analyse in silico des gènes en relation a la 

nutrition d'azote chez  le modèle biologique Medicago truncatulaen, nous avons pu définir, 

selon la fonction, plusieurs groupes de gènes :  

- Les gènes codant pour des protéines de types LEA (Late embryogenesis abundant) protein :  

détecté dans les poils des racines, qui sont des organes fragiles mais essentiels non seulement 

pour l'absorption d'eau mais aussi pour établir une symbiose entre les légumineuses et les 

rhizobiums nécessaires à la fixation de l'azote. Les nodules contiennent des protéines LEA; 

cependant, tous les groupes de protéines LEA ne semblent pas être présents dans les différents 

types de nodules. Une analyse plus détaillée est nécessaire, où les niveaux de transcription de 

la protéine LEA de différents groupes sont déterminés en tenant compte de différentes étapes 

au cours du développement des nodules. ( Olvera-Carrillo et al. 2010). 

-Les gènes codant pour des protéines de types pathogenesis-relatedproteinbet VI 

familyprotein 

La croissance et la survie des plantes sont toujours influencées par plusieurs facteurs, dont les 

stress abiotiques et biotiques. Les plantes répondent à ces facteurs en induisant leur mécanisme 

de défense qui comprend l'expression de plusieurs effecteurs, récepteurs, molécules de 

signalisation et de protection. 

L'une des protéines les plus couramment induites au cours du mécanisme de défense des plantes 

est la protéine liée à la pathogenèse (PR). L'accumulation de protéines PR fait partie intégrante 

des réponses immunitaires innées des plantes lors d'attaques d'agents pathogènes ou dans des 

conditions de stress abiotique. Les protéines PR s'accumulent non seulement localement dans 

la feuille infectée, mais sont également associées au développement d'une réponse 

hypersensible (HR) ou d'une résistance systémique acquise (SAR) contre l'infection par des 

champignons, des bactéries et des virus (Guérin, 2019). 

-Un troisième groupe qui code pour des protéines de transport comme lipide transporter, Heavy 

metal-associateddomainprotein et les NTF2 ou les Nuclear transport factor 2 qui remplissent 

une multitude de fonctions. À l'origine identifiés comme des transporteurs impliqués dans des 

processus de désintoxication, ils ont été démontrés plus tard pour la croissance des organes, la 

nutrition des plantes, le développement des plantes, la réponse aux contraintes abiotiques, la 
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résistance aux agents pathogènes et l'interaction de la plante avec son environnement 

(Thomashow et al, 1997). 

-Les bactéries de la famille des rhizobiacées peuvent infecter les racines des légumineuses 

entraînant la formation de structures appelés nodosités ou nodules. Par ces nodules, la plante 

hôte (la légumineuse) offre un micro habitat exceptionnellement favorable à la bactérie tout en 

lui procurant des substrats carbonés provenant de la photosynthèse. Le processus de la fixation, 

lui-même, consiste en la réduction de l’azote atmosphérique N2 sous forme ammoniacale. Cette 

réaction est catalysée par un complexe enzymatique appelé Nitrogénase d’origine bactérienne 

(Downie 2005). Cette association à bénéfice réciproque entre la légumineuse et les bactéries 

est appelée symbiose fixatrice de l’azote atmosphérique. 

-Le site de fixation symbiotique est le nodule, le seul organe localisé sur la racine qui fonctionne 

pour la survie des bactéries et l’activité de la Nitrogénase. La formation des nodules est le 

résultat d’un dialogue moléculaire entre le microsymbiont et la plante hôte (Foucher et 

Kondorosi 2000; Limpens et Bisseling 2003). L’interaction commence avec la colonisation 

de jeunes poils absorbants par les rhizobia et un échange de moléculessignals. Les bactéries 

reconnaissent des flavonoïdes qui sont sécrétées par la plante hôte. Ces molécules induisent la 

production de facteurs NOD par les rhizobia (Oldroyd 2001).  

Les facteurs NOD sont des lipo-chitooligosaccharides (LCO) (Dénarié et al. 1996) émis par 

la bactérie, à l'origine de la reconnaissance spécifique entre les deux symbiotes et du 

déclenchement du programme d'organogenèse nodulaire chez le végétal par une cascade 

d’expression de gènes spécifiques. Les facteurs NOD agissent essentiellement sur deux types 

de cellules au niveau de la racine: Les cellules épidermiques et corticales. Au niveau des cellules 

épidermiques, les facteurs NOD induisent une dépolarisation de la membrane plasmique, une 

oscillation du flux de Ca2+, une induction de l’expression de gènes spécifiques et une 

modification de la croissance polaire des poils absorbants formant une structure dite en «crosse 

de berger» qui enferme les rhizobia (Esseling et al. 2003). 
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Conclusion et perspectives 
 

La réaction des plantes face à un état de stress implique plusieurs mécanismes physiologiques 

accompagnés par des modifications dans le profil d’expression des gènes. Dans le but de 

rechercher des gènes impliqués dans la nutrition d’azote  chez le modèle biologique Medicago 

truncatula, nous avons réalisé une analyser in silico de données de transcriptomique issus de 

puces de type Affymetrix.  

Au terme de notre travail, les résultats obtenus montre que ces gènes peuvent être réparti, 

suivant leurs rôles qu’ils jouent, en plusieurs groupes : 

les gènes codant pour des protéines de types LEA, des protéines de pathogène, des gènes 

codant pour des facteurs de transcription (TF), des gènes qui codent pour des protéines 

réceptrices, des protéines de transport, les facteurs NOD  ainsi que d’autres gènes qui codent 

pour différentes fonctions. La consultation de la bibliographie relative à ces différents gènes 

montre qu’il s’agit de gènes dont l’implication dans la réponse au stress d'azote  a été démontrée 

dans plusieurs organismes. Cette réponse met en place des mécanismes de tolérance qui 

impliquent parfois les mêmes voies de signalisations, conduisant toutes aux mêmes stratégies 

de protection de la cellule. 

Les résultats obtenus laissent entrevoir de nombreuses perspectives afin de les confirmer 

comme par exemple l’utilisation de la PCR en temps réel (QPCR) et l’utilisation des techniques 

de génétique inversée comme les ARN interférant (RNAi). 
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L’objectif du présent travail est la recherche des gènes impliqués dans la réponse au stress abiotique 

fixation d'azote  dans la racine du modèle biologique Medicago truncatula, par une analyse in silico des 

données de transcription issues de puces Affymetrix, et en utilisant le profil d'expression de  20 gènes 

différents aux huit différentes conditions. L'arbre phylogénétique tracé  par le logiciel statistique R classe 

les 20 gènes en 2 clades; le premier clade dispos 4 gènes et le deuxième clade dispose 16 gènes. 

Les résultats obtenus montrent que les gènes impliqués dans cette réponse sont très diversifiés et 

appartiennent à plusieurs groupes comme les gènes codant pour les protéines de types LEA,Les facteurs 

NOD, différents facteurs de transcription (TF), des protéines réceptrices et de transport ainsi que d’autres 

gènes qui codent pour d’autres fonctions. 
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