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« Certes, 1l y’a des travaux pénibles ;
Mais la joie de la réussite compense

Toujours nos douleurs »

Jean de la bruyere



Résumeé

L’objectif de ce travail est d’analyser in silico les données de transcription et
I’identification des génes de tolérance aux stress hydrique de la Medicago truncatula. On
a sélectionné un sous-ensemble des expériences de la base de données choisi Mtgea dans
lesquelles nous avons recherché ceux qui s’expriment en conditions de stress hydrique.
On a travaillé sur 200 genes dont 20 genes candidats seulement sont choisis selon leurs
piques de profil d'expression élevés (Root and Shoot drought). Ensuite, on les a triés du
plus élevé au plus bas a la recherche de relations entre eux afin de faire un arbre
phylogénétique avec un logiciel Rstudio. Les résultats obtenus montrent que les relations
entre les génes de I’arbre phylogénétique sont multiples et ils sont regroupés entre eux par
des clades, ces génes sont responsables de la résistance a la sécheresse. Par rapport a la
base des données en Access, on a créé des tables relationnelles de ces genes de Medicago

truncatula.

Mot clé :

Medicago truncatula, stress hydrique, profil d’expression, base de données, table

relationnelle.



Abstract

The aim of this study is to analyse in silico the transcription data and the identification of
the water pressure tolerance genes of Medicago truncatula. A subset of the experiments
from the MtGEA database selected was selected, in which we searched for those
expressing themselves under water pressure conditions. We worked on 200 genes of which
only 20 candidate genes are selected according to their high expression profile spikes
(Root and Shoot drought). Then, they were sorted from the highest to the lowest looking
for relation between them in order to make a phylogenetic tree with Rstudio software.
The results obtained show that the relation between the genes of the phylogenetic tree are
multiple and they are grouped together by clades, these genes are responsible for
resistance to drought.Relational tables of these Medicago truncatula genes have been
created against the database in Access.

Keywords:

Medicago truncatula, water pressure, expression profile, database, relational table
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Introduction

Depuis quelques temps le terme in silico est devenu fréquent pour décrire les études biologiques
effectuées sur ordinateur, rejoignant ainsi les termes in vivo et in vitro qui décrivent des modes
d’études expérimentales plus traditionnelles. Pour les noms biologistes ; in vitro signifie < dans du
verre > c’est-a-dire dans un tube a essai ; in vivo signifie < dans la vie >, c’est-a-dire dans les organismes
vivants. Le terme in silico vient du fait que les premieres puces informatiques étaient en silicium. Il
existe désormais diverses techniques qui ne s’appuient plus sur le silicium, aussi nous préférons in

terme tel qu’in algorithme.

Grace a la quantité importante de données biologiques disponibles en ligne, la recherche en
biologie se retrouve dans une situation comparable & celle de la physique ou de I'astronomie. En effet,
les expérimentations qui utilisent un équipement moderne produisent d’énormes quantités de
données. L'ordinateur n’est plus seulement utile, mais il est devenu indispensable a I'exploration et a
I’analyse des données. De plus, il devient possible de simuler des expériences entierement dans
I'ordinateur. A titre d’exemple, une des premiéres utilisations de la simulation informatique en
physique a été de modéliser I'acoustique d’une salle de concert, puis d’affiner par la suite la
configuration de la salle. Ce procédé est évidemment moins onéreux que la construction de douzaines

de salles concert.

Une tendance similaire a été observée en biologie des I'invention des ordinateurs, mais celle- ci s’est
tres nettement accélérée depuis les dix derniéres années avec le projet génome humain et le
séquencage de génomes complets de plusieurs organismes. Le volume de données expérimentales a
collecter et a analyser est souvent beaucoup trop important pour le seul biologiste, qui doit a présent

compter sur I'ordinateur pour gérer ces énormes quantités d’informations.

Le réle de l'informatique dépasse largement celui du stockage et de la récupération des données
biologiques ; il est maintenant possible d’étudier les systemes vivants grace a des simulations
informatiques. Par exemple lorsque la séquence d’un ADN est déterminée, elle peut étre stockée sur
I’ordinateur, et des programmes peuvent étre écrits pour identifier des sites de restriction, réaliser la

digestion in silico par des enzymes de restriction et créer les cartes de restriction correspondantes.

De méme, des programmes de prédiction de génes peuvent a partir de séquence d’ADN prédire des

exons et introns (de facon imparfaite pour I'instant, car les performances

différentes selon les organismes étudiés). Il existe aussi des modéles de processus cellulaires dans

lesquels il est possible d’étudier, par exemple, les effets d’une modification de la régulation d’'un gene.
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Cependant, I'analyse globale du génome est une branche des mathématiques qui traite des problémes
globaux d'analyse. On appelle transcriptome I'ensemble des ARN issus de la transcription du génome

(informations génétiques de I'ADN) dans une cellule, un tissu, ... un organisme particulier.

L'analyse du transcriptome permet de déterminer quels genes sont exprimés dans différentes
conditions expérimentales et/ou dans un tissu ou type cellulaire spécifique. Aprés détermination de la
qualité et de la quantité des ARN recus, I'analyse du transcriptome se fait par des applications. Puces
a ADN : permet de définir un “profil d’expression” des genes qui est une caractéristique intrinseque de
I’échantillon (type cellulaire, tissu) a un moment donné ou dans une condition physiologique
déterminée. Il est alors possible de comparer les profils de plusieurs échantillons entre eux.
Comparaison en une seule analyse des transcriptomes de deux objets biologiques similaires grace au
marquage des ARNm par deux fluorochromes distincts. RT-PCR : permet de qui permettent d’étudier

I’expression de un ou quelques geénes au sein d’une série d’échantillons.

L'objectif de ce mémoire est de déterminer I'analyse in silico des données de transcription et

identification des geénes de tolérance aux stress abiotique de la luzerne (Medicago truncatula).
Ce mémoire se divise en 2 chapitres :

Le premier chapitre : constitue une synthése bibliographique, d’ou il présente les différents modeéles
biologiques de I'espece de Medicago truncatula pour étude des Iégumineuses, Sénescence et mort

cellulaire et étude les outils de I'expression des genes.

Le deuxieme chapitre : décrit le matériel et les méthodes ayant été utilisés dans ce mémoire présenté
les bases de données, banque de données et les logiciels. Le mémoire est achevé, par la présentation

et I'interprétation des résultats, et conclusion et des perspectives.
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Chapitre I : Revue bibliographique

I. Présentation de Model biologique Medicago truncatula

1.1. Taxonomies de Medicago truncatula:

La luzerne tronquée (M. truncatula) est une espéce végétale diploide (2n = 2x = 16) annuelle
herbacée des régions méditerranéennes. Elle appartient a la famille botanique des Fabacées,

plus couramment nommees Iégumineuses ou papilionacees (Doyle and Luckow, 2003).

Photo: Stephen Mifsud c)
www.mellowlidplants.com

Figure 1 : Medicago truncatula
1.1.1. Description sur la famille Fabacées :

La famille des légumineuses (ou Fabaceae) est trés diverse, elle comprend des especes
importantes sur le plan économique dont les légumineuses a graines, les oléagineuses, les

plantes fourragéres, les arbustes, ainsi que les arbres tropicaux ou subtropicaux.

Cette famille est classée en trois sous-familles : les Caesalpinioideae, les Mimosoideae et les
Papilionoideae (Faboideae). La plupart des plantes cultivées appartiennent a cette derniére

sous-famille.

Les Caesalpinioideae regroupent environ 150 genres et 2200 espéeces et sont principalement

constituées de plantes ornementales et d’arbres a bois ou alimentaires (Young et al., 2003).

Par ailleurs, les Mimosoideaes sont constituées de 62 genres, dont 2500 espéces sont présentes
principalement dans les foréts tropicales et subtropicales avec notamment les genres Acacia et
Albizia. (Young et al., 2003).
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Les Papilionoideaes qui représentent la sous-famille la plus diverse avec 429 genres et environ

12000 espéces et qui regroupent les espéces cultivees les plus importantes économiquement.

Trois groupes majeurs sont présents au sein de cette sous-famille : les Phaseolides, par exemple
: le Soja (Glycine max), le Haricot (Phaseolusvulgaris), et parmi les Galegoides: la Féve (Vicia

faba L.), le Pois (P. sativum), la Luzerne (M. sativa) et le Pois chiche (Cicer arietinum).

Enfin, le groupe des Aeschynomeneae: comme I’Arachide (Arachis hypogaea)(Younget

al.,2003).

Les Iégumineuses ont joué un réle historique important dans la naissance de 1’agriculture.

Galegoides
Pisum Pois)
qu'l (Féve)

Dalbergioides 0
Genistoides '
Arachis
rachid,
basal
p__—— G1 G3
i ,
|

Figure 2 : Arbre génétique des papilionideae.
1.1.2. Description sur le genre Medicago :

Il est proche des genres Melilotus et Trigonella. Le genre Medicago (les luzernes)
Appartenant a la famille des Fabacées (ou légumineuses) sous-famille des Papilionoideae a
été classé en 4 sous-genres par Lesins et Lesins (1979) sur la base de la morphologie des
gousses et des graines : Lupularia, Orbicularia, Spirocarpos et Medicago. Ces sous-genres
comprennent au total 55 espéces dont 21 sont pérennes qui sont des tétraploides allogames
(2n=4*=32), 33 sont annuelles qui sont pour la majorité des diploides autogames (2n=16 ou

2n=14 dans certains cas) et une est de pérennité variable.
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Tribu Genre Espece
Lens L. culinaris (lentil) 1
rViceae Vicia V. faba (faba bean)
Pisum P. sativ § a)
= sativiemn (garden pea

Mchilotus M. officinalis (sweet clover)

| Imfolum 7 pratense (red clover) Léguminenses tempérées
- ( eNnse L C
_| “rifolicae o (Galegoides)
M. sativa (alfalfa)
M. truncatula

Medicago

4

Icereae Cicer C. arietinum (chickpea)

Lotene Lotus L. faponicus J
Phascolus P, yulgaris (common bean) §

Vigna V. radiata (mung bean)

» Légumineuses tropicales
(Phaseoloides)

» serle 4 .
Phascoleac Glycine . max (soybean)

Cajanus . cajan (pigeonpea)

Papilionoideae

Figure 3 : Dendrogramme représentant les relations phylogénétiques de légumineuses

Papilionoideae.
1.1.3. Description sur I’espéce M. truncatula :

M. truncatula c'est une espéce diploide (2n = 2x = 16) et présente une grande synténie avec
certaines especes tres cultivées comme le pois ou la luzerne, et annuelle etautogame de taille
intermédiaire (60 cm au maximum) poilue a port variable, présente sur des sols lourds, marneux

ou argileux.

L’inflorescence porte de 1 a 5 fleurs de 5 a 8 mm de longueur et présente des gousses de (3 a

12 graines) cylindriques en forme de tronc.

Cette espéce est localisée principalement dans les régions chaudes et de basse altitude

meéditerranéennes.
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Figure 4 : un rameau de M. truncatula

Fleur, feuille, graines, gousses.

Figure 5 : Caractéristiques morphologiques de M. truncatula.
Des feuilles, fleurs, gousses et graines.

En 1963 Heyn distingue trois variétés botaniques de Medicago truncatula les principales
caractéristique discriminantes sont le nombre de spire par gousse, la hauteur de gousse et la

taille des épines :
» 1. M. truncatula var. truncatula :

Elle est caractérisée par une hauteur de la gousse supérieure au diametre (7 a 12 mm de hauteur),

5 a 8 spires fortement serrées et par des épines non incurvées plus ou moins collées a la gousse.
» 2. M. truncatula var. longispina :

Elle est caractérisée par une hauteur de la gousse inférieure ou égale au diametre (7 a 10 mm
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de hauteur), 5 a 8 spires légerement serrées, et par des épines incurvées non collées a la gousse.
» 3. M. truncatula var. tricycla :

Elle est caractérisée par des épines parfois de grande taille supérieure a celle de la gousse. Cette

derniére possede une taille plus réduite, 5 a 6 mm de hauteur, et présente 2 a 4 spires.

Figure 6 : les gousses de Medicago truncatula, A : variété truncatula ; B : variété longispina ;

C : variéte tricycla ; barre= 5mm
1.1.4. Classification taxonomique de M. truncatula :
1. Classification APG I11 (2003) :

Tableau 1 : Classification APG 11l de M. truncatula

Regne Plantae

Clade Angiospermes

Clade Dicotylédones vraies
Clade Noyau des Dicotylédones vraies
Clade Rosidees

Clade Fabidées

Ordre Fabales

Famille Fabaceae
Sous-famille Faboideae

Tribus Trifolieae

Genre Medicago

Espece Medicago truncatula

2. Classification scientifique :
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Tableau 2 : Classification scientifique de M. truncatula

Nom scientifique Medicago truncatula Gaertn
Regne Plantae

Embranchement Spermatophytes
Sous-embranchement | Angiospermes

Super division Dicotylédones

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

sous- classe Rosidae

Ordre Fabales

Famille Fabaceae (Légumineuses)
Sous-famille Faboideae

Tribus Trifolieae

Genre Medicago

Espéce Medicago truncatula

1.1.5. Origine géographique et aire de répartition :

Il est admis que le centre d'origine du genre Medicago est le Croissant fertile,
recouvrant les pays ou régions actuelles de Turquie, d’Iran, d’Irak, du Sud du Caucase et du
pourtour méditerranéen (Prosperietal.,1993). Il existe plus spécialement sur l'ensemble
du pourtour méditerranéen 20 autres espéces de luzernes pérennes a allogamie non
stricte, diploides ou tétraploides (souvent les deux niveaux coexistent chez la méme
espece) et 34 especes annuelles, toutes autogames, et diploides a l'exception de

M. sativa qui est originaire des hauts plateaux iraniens, et de M. falcata qui est originaire
de la Serbie Occidentale, ce qui explique sa remarquable résistance au froid
(Prosperietal.,1995)

M. truncatula, prospectée presque dans toutes les zones agro climatiques du territoire national,
se classe juste apres M.polymorpha (Abdelguerfi et al., 1988b). Selon Négre (1956), c’est une
espece commune dans le Maghreb et possede une large répartition en Algérie. Elle est adaptee
a toutes les conditions climatiques. Sa distribution est concentrée entre les isohyetes 200 et
1000 mm (Zeghida, 1987), alors que Carter (1976) I’a rencontrée sous des pluviométries
allant de 150 a 450 mm. Selon Abdelguerfi (1978), la fréquence de M.truncatula augmente
proportionnellement avec I’altitude, mais diminue au-dela de 800 m. Prosperi et al. (1995b),

I’ont rencontrée principalement a une altitude moyenne de 730 m. Zoghlami et al. (1996) et
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Seklani et al. (1996), en étudiant la distribution des medics en Tunisie, précisent que la

répartition de M .truncatula est conditionnée par un gradient pluviométrique.

Cette double origine geographique et genétique fait que la luzerne est une des especes

les plus répandues du globe (Hirech. 2005).

Figure 7: M. truncatula

I.2.Biologie de Medicago truncatula:

1.2.1. Description génétique de M. truncatula :

Le nombre de chromosome chez les plants est toujours pair, car elles sont des organismes
diploides ou polyploides, la taille des chromosomes est-elle extrémement variable d’une espéce
a lautre, pouvant atteindre jusqu’a microns chez des espéces. Ces différences suggerent des

contenus en ADN fort différents.

Les différences de taille dans le génome des plantes sont devenues évidentes le jour ou 1’on a

su mesurer la quantité d’ADN par noyau.

Tableau 3 : taille des génomes de million de pair de bases (Pb)

Génomes Taille (Pb)
Arabidopsis thaliana 130
Riz 430
Medicago truncatula 466
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Brassica oleracra (chou) 700
Sorgho 800
Tomate 1000
Colza 1200
Mais 2500
Orge 5200
Pois 5000
Blé 16000
Tulipe 30000

1.2.2. Les composent de M. truncatula

1. La Fleur de M. truncatula :

L’inflorescence porte de 1 a 5 fleurs a couleur jaune et de 5 a 8 mm de longueur et présente des

gousses de 3 a 12 graines cylindriques en forme de tronc. Le poids de 1000 graines oscille entre

3.3etb6g.

Les fleurs de M. truncatula se composent d’un calice comportant cinq sépales et d’une corolle

comportant cinq pétales de couleur jaune, un pétale supérieur de grande taille (1’étendard),

deux pétales latéraux (les ailes) et deux ventraux soudes (la caréne). Le gynécée, surmonté

d'un style et d'un stigmate.

Pédoncule

Calice Corolle
Sépales Alles Caréne Etendard

Stigmate
Style

Filet

Anthére ~

,-:: Etamine

Figure 8 : Structure d’une fleur de M. truncatula.

10



Chapitre I : Revue bibliographique

Figure 9 : Les différents stades du développement floral chez M. truncatula

2. la racine de M. truncatula :

La racine de la M. truncatula est présente une épaisseur plus importante, due a la présence de
3 a5 couches de cortex. Ceci empéche d’utiliser des outils microscopiques sur la racine
entiere, (tels que le microscope confocal), en raison du trop grand nombre de parois
cellulaires qu’il est nécessaire de traverser, et des problémes de diffraction de la lumiére. Par
ailleurs, I’observation de plantes de M. truncatula en culture indique que le systéme racinaire

est plus complexe que le modéle A. thaliana.

La racine de M. truncatula est donc moins facile a étudier que celle d’A. thaliana.

M Epiderme
= Cortex

(-] Endoderme
Péricycle
[C1 Stele

T renny
v~ ATk oo s ST T

Figure 10 : Structure de la racine de M. truncatula.
Schéma de coupes longitudinales de racine présentant la morphologie racinaire comprenant

un plus grand nombre de couches cellulaires corticales (Peret et al,. 2009).

2.1. Facteurs endogénes :

> A. Les cytokinines :

11
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Les cytokinines (CK) sont une famille d’hormones végétales dérivées de bases puriques, dont
les principaux représentants sont la zéatine et 1’isopentényladénine. Ces molécules sont
regroupées dans la famille des CK de par leurs effets similaires sur les plantes. Synthétisées au
niveau de I’apex racinaire, elles interviennent dans de nombreux processus développementaux,
majoritairement au niveau de la partie aérienne, sur la photosynthése, la formation des jeunes

pousses, les feuilles, etc.
» B. L’acide abscissique :

L’acide abscissique ou ABA (Abscissic Acid) est une hormone végétale possedant des réles
dans la dormance des graines, la sénescence et I’abscission des feuilles. Elle est également
impliquée dans la réponse a de nombreux stress, notamment la réponse au stress hydrique via
la fermeture des stomates, 1’adaptation aux carences en minéraux, ou encore la défense contre

les agents pathogenes.
» C. L’éthyléne :

L’éthylene est un gaz volatil produit par la plante, considéré comme une hormone végétale.
Tout comme I’ABA, 1’éthyléne joue un réle dans la réponse aux stress biotiques et abiotiques.
Il est également impliqué dans les étapes de floraison, I’abscission des feuilles et la maturation

de nombreux fruits.
> D. Les strigolactones :

Les strigolactones (SL) sont décrites depuis longtemps comme stimulants de la germination des
graines de plantes parasites de la famille des Orobanchacées (Cook et al., 1966). Les SL jouent
également un réle dans la symbiose mycorhizienne a arbuscule en stimulant le métabolisme, la
ramification et la germination des spores chez les champignons arbusculaires (Akiyama et al.,
2005; Besserer et al., 2006).

Plus récemment, les SL ont été classées en tant qu’hormones végétales en raison de leurs divers
effets sur le développement des plantes (Gomez-Roldan et al., 2008; Umehara et al., 2008). En
effet, les SL jouent le role de facteur diffusif permettant la réponse a I’auxine lors de la
ramification aérienne, mais sont également impliquées dans beaucoup d’autres processus

développementaux, comme la ramification racinaire (Kohlen et al., 2011).
» E. Auxine :

La phytohormone auxine est indispensable a la symbiose LR, & différents niveaux. En tant que

12



régulateur clé du développement des organes racinaires, 1’auxine (Acide Indole Acétique, AIA)

joue un réle important dans le développement de la nodosité (Mathesius, 2008).

Tableau 4 : Régulation hormonale différentielle des organes racinaires chez A. thaliana et M.

truncatula par certaines phytohormones ((+) effet positif ; (-) effet négatif).

A.thaliana M.truncatula
Hormone Racine latérele Racine latérele Nodosité
Auxine + + +
Cytokinines - - -
Ethyléne + a faible dose puis | + a dose moyenne puis -
Acide abscissique +(initiation) + -
-(émergence)

2.2. Facteurs exogénes :
» A .Le stress mécanique

Des la germination, et tout le long de sa croissance, la racine principale se réoriente en fonction
de la texture du sol, en direction du centre de gravité de la Terre. Ce mécanisme est appelé le

gravi-tropisme.
» B. Ladisponibilité en nutriments :

L’environnement et particulierement 1’état nutritionnel du sol conditionne beaucoup la
ramification racinaire, ce qui fait de celle-ci une variable d’adaptation aux conditions

environnementales.

En particulier, la disponibilité en phosphate inorganique (Pi) influence la capacité de la plante

a former des RL.
3. La Structure de la nodosité :

La nodosité mature chez M. truncatula présente une vascularisation périphérique, rattachée aux
Vaisseaux conducteurs de la racine qui la porte. La nodosité est entourée de plusieurs assises
cellulaires, dont I’endoderme et le cortex externe. Toutefois, au niveau de I’apex, seul une
couche de cortex recouvre la nodosité. Cette derniére couche cellulaire correspond a la couche

la plus externe de la nodosité.

Chapitre I : Revue bibliographique
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L’intérieur de la nodosité peut étre décomposé en plusieurs zones . La partie la plus apicale
(Zone 1) correspond au méristeme et donc a la zone de division de la nodosité. Dans la zone
d’infection (Zone II), les bactéries sont libérées du cordon d’infection dans les cellules végétales
par endocytose et commencent leur différentiation en bactéroides, puis les symbiosomes ainsi
formés se retrouvent dans la zone III, ou se déroule la fixation de I’azote. La derniere partie de
la nodosité (Zone 1V) est appelée zone de sénescence, car les symbiosomes &gésy sont dégradés
(Hirsch, 1992).

4. Lagousse et de M. truncatula :

La gousse chez M. truncatula est la fruit plus ou moin enroulée
Présente des gousses de (3 a 12 graines) cylindriques en forme de tronc.
Fruit contenant les graines : Gousse enroulée, a spires imbriqueées.

Fruit spiralé de 5 mm de diametre et épais de 5-7 mm, a spires coalescentes glabres, a épines

rabattues de plus de 1 mm.

&4 &

Figure 11 : gousse de M. truncatula

1.2.3. Exigences climatiques du M. truncatula :

Toutes les plantes on est besoin des facteurs climatiques pour la croissance. La luzerne

tronquée exige des f acteurs pour le développement de la culture, on cite principalement :

» L’eau : est un facteur de la croissance du M. truncatula

» Lalumiére : est le facteur qui agit directement sur le bon fonctionnement de la
photosynthése et le comportement du M. truncatula a exigé de 16 H de jour et 8 H de nuit.

» Latempérature : est I'un des facteurs importants pour la croissance et I'activité végetative.

Le M. truncatula a besoin de 23°C la journée et22°C la nuit.
1.2.4. La fixation symbiotique d’azote :

Une propriéte fondamentale des Legumineuses, qui est largement responsable de leur intérét
agronomique, est leur aptitude a fixer I’azote par la symbiose avec Rhizobium (bactéries

aérobies du sol), aptitude qui explique la forte teneur en protéines de ces plantes et qui permet
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cette synthese des protéines sans avoir recours a une fertilisation azotée chimique.

La déficience d’azote minéral dans le sol constitue un facteur limitant de la croissance des
plantes. On estime que la réduction biologique de I’azote atmosphérique N2 en ammonium

fournit environ 65% de 1’azote disponible dans la biosphere (Lodwiget al.2003).

Nodules

Infection >

Rhizobia

L b S[HYe: : ~INH, +Hyt
\ :’g Mf‘" W.,-lmlg-meﬂsﬁi:

Figure 12 : Schéma global de la symbiose chez les légumineuses.

Les bactéries rhizobia infectent les racines des Iégumineuses, puis les nodules sont formés,

siége de la réaction biologique de la fixation d’azote.

Rhizobia : les rhizobies envahissent les poils des racines des Iégumineuses et résident dans les
renflements des racines corticales (nodules) ou I'azote de I'atmosphére est fixé pour un éventuel

transport dans la plante et l'assimilation en protéines.
1.2.5. les stress abiotique et leur effet sur les plantes :
1. Notion de stress :

Le terme « stress » défini I'ensemble des perturbations biologiques provoquées par une
agression quelconque sur un organisme. C’est un processus qui induit une contrainte

potentiellement néfaste sur un organisme vivant.

En revanche ce terme lorsqu’il est utilisé en biologie végétale, a des connotations particulieres,
il représente le (s) facteur(s) responsable(s) des perturbations, et des changements, plus ou

moins brusque par rapport aux conditions normales.

En effet, le stress signifie la déviation dans le développement et les fonctions normaux de la

physiologie des plantes, il est percu au niveau cellulaire puis transmis a la plante entiere.

15



Chapitre I : Revue bibliographique

Le changement dans I’expression des génes qui s’ensuit modifie la croissance et le
développement, et influence les capacités reproductives de la plante, Causant ainsi des

dommages aux plantes.

La plante est soumise & une série de contraintes de nature abiotique. Les plus importantes de
ces contraintes, sont la variation de la précipitation, de la température, de 1’humidité du sol, et
de la salinité, ces stress se traduisent chez les plantes par des changements morphologiques,

physiologiques et moléculaires qui affectent leur mode de vie.

Stress Combination [

Abiotic stress - Biotic stress
Drought Salt Bacteria Virus

Cold Heat

Nematodes Fungi

Hypoxia Insects

1
Y

r,
-

. Cross-tolerance

Figure 13 : Résistance aux stress abiotiques.
2. Stress abiotique :

Les facteurs abiotiques sont ceux liés a l'action du non-vivant sur le vivant ils sont di
principalement a des facteurs environnementaux. Susceptibles de déclencher des
modifications dommageables, provoquant ainsi chez une espece végétale une augmentation

du taux de mortalité de la population.

En effet les plantes se trouvent rarement dans des conditions environnementales optimales,
elles se trouvent souvent dans des conditions extrémes qui amenent les organismes a la limite

de la survie.

Un stress peut I’étre pour une plante sans 1’€tre pour une autre. Des facteurs comme 1’age sont
importants et avec le réchauffement climatique, la pression exercée par certains stress

augmentera trés certainement.

3. Stress hydrique :
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La notion de stress hydrique ou sécheresse renvoie en réalité le plus souvent a de nombreuses

définitions :

» En météorologique : la sécheresse est une absence prolongeée, voire une faible
distribution, des précipitations.

» En hydrologie : on parle de sécheresse des lors qu'a I'échelle régionale la hauteur des
pluies est inférieure a la moyenne saisonniére, ce qui se traduit par un approvisionnement
insuffisant des cours d'eau et des réserves d'eau superficielles ou souterraines.

> En agriculture : Le stress hydrique peut se définir comme le rapport entre la quantité
d’eau nécessaire a la croissance de la plante et la quantité d’eau disponible dans son

environnement.
4. Stress thermique :

Pour effectuer sa croissance et son développement, chaque plante exige une gamme bien
particuliére de températures. Chaque plante possede une température optimale de croissance

et de développement.

Elles peuvent étre endommagées de différentes manieres, soit par des températures basses ou

élevées de jour ou de nuit, par I’air chaud ou froid ou par les températures élevées du sol.

La contrainte thermique est une fonction complexe qui varie selon l'intensité (degré de la

température), la durée et les taux d'augmentation ou de diminution.
5. Stress salin:

La salinité est définie selon plusieurs chercheurs comme étant la présence processus
pédologique selon lequel le sol s’enrichit anormalement en sels solubles acquérant ainsi un
caractere salin, C’est un facteur environnemental trés important qui limite la croissance et la

productiviteé.

Le stress salin est un stress abiotique important qui affecte significativement la croissance

des légumineuses et réduit la production agricole dans le monde.
1.2.6. Le métabolisme des plantes :

1. Métabolite primaire :
Les métabolites premiére Sant caractérisé par leur caractére nécessaire et vital a la survie de la

cellule ou de I’organisme, On a la croissance, le développement et la reproduction normale
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d'un organisme. Ce compose a généralement a la fonction physiologique dans ces organismes,

les glucides, lipides, protides.

2. Métabolite secondaire :
Les métabolites secondaire, Ces molécules sont présentes en trés grand nombre et d’une
variété structurale extraordinaire. Elles ont de nombreuses applications pharmaceutiques. De

facon générale. Les métabolites secondaires sont repartis et trois grandes familles chimiques :

» Les composés aromatiques (composés phénoliques).
> Les terpénoides et stéroides.

> Les composes azotés ou alcaloides.

Caroténoides

Anthocyanes FlavonoidesSaPonosides iuilas

Tanins,\ \/;f/\_'\ \ /essentlelles

Coumarines /’/%HIKIMATES \ TERPENES “Stéroides
e ou ( l/
" il \polyphénols " SterOIdes /\lndmdes
Acides-phénols.__

Metabohsme
secondaire ALCALOIDES

/

/
.

=

LIPIDES
—. a Heterosme'
Polyines

AGE ( etabolasme 7
Insapomﬂabl prnmalre / gIUCIdes

PROTIDES‘ \
Enzymes

Glucosinolates Drogue végétale minéraux
D soufrés

Figure 14 : Relation entre les composés des métabolites primaires et secondaires.
1.3. Les intéréts de Medicago truncatula :

1.3.1.Intérét agronomique :

M.truncatula a un intérét agronomique propre, puisqu’elle est étudiée en tant qu'organisme
modele pour la biologie des léegumineuses car elle a un petit génome diploide, est auto fertile,

a un temps de géneration rapide et une production de graines prolifique, est susceptible de
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transformation génétique et son génome a été séquencé et utilisée comme plante fourragere
dans un grand nombre de régions dans le monde en incluant la zone méditerranéenne,
I”Afrique du Sud et “Australie.

La plante posséde un intérét agronomique majeur pour la production fourragére en zone

séche, et pourrait aussi €tre cultivée dans le but de diminuer 1’épandage d’engrais azotés.

Son intérét est étroitement lié a sa capacité de se ressemer naturellement d'une année a une

autre.

Cette propriété peut aboutir a une installation pérenne adaptée aux aléas climatiques des zones
méditerranéennes, diminuant ainsi le phénomene d’érosion des sols. Par ailleurs, de
nombreuses especes et sous-especes présentent aussi des caracteres d'intérét agronomique
qu'il serait souhaitable d'introduire par génie génétique dans la luzerne cultivée, tels que la
tolérance au paturage (capacité d’enracinement et de repousse), la résistance a la sécheresse, a

la salinité et aux maladies.
1.3.2. Intéréts scientifiques ou génétiques :

M. truncatula est une plante annuelle de la famille des Iégumineuses (Fabacées), elle est peu
cultivée a ’exception de son usage en tant que fourrage Protéagineux en Australie. Toutefois,

elle est proche de M. sativa.

présente des atouts scientifiques non négligeables : son génome est relativement petit (500
Mpb), soit 7 fois plus petit que celui de P. sativum, et a été récemment séquence et annoté
(Young et al., 2011). Des banques de mutants et des cartes génétiques sont disponibles, ce qui
apporte de nombreux outils pour ’étudier. Par ailleurs, M. truncatula est une espece autogame
et diploide, ce qui facilite sa culture, les croisements entre génotypes et les analyses
génétiques. Son cycle reproducteur est d’environ trois mois graine a graine. Elle se révéle
également facile a transformer génétiquement par les bactéries Agro bacterium rhizogenes et

A. tumefaciens.
1.3.3. Intérét symbiotique avec les microorganismes du sol :

La symbiose est Association durable entre deux ou plusieurs organismes et profitable a
chacun d'eux (Symbiose bactérienne et microbienne). Un lichen est la symbiose d'une algue et

d'un champignon (Ac.1935).

Le chercheur Toby Kiers de I'Université VU d'Amsterdam et ses associés ont utilisé
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M. truncatula pour étudier les symbioses entre les plantes et les champignons. En utilisant du
carbone étiqueté pour suivre la source de nutriments circulant dans le systeme mycorhize
arbusculaire, les chercheurs ont prouveé que les plantes avaient en effet donné plus de carbone
aux espéeces de champignons plus généreuses. En restreignant la quantité de carbone que les
plantes ont donnée au champignon, les chercheurs ont également démontré que les

champignons transmettaient plus de leur phosphore aux plantes plus généreuses.
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I1. Outils d’étude de ’expression des génes

L’expression des génes :

Appelée expression génique ou expression genétique, designe I'ensemble des processus
biochimiques par lesquels I'information héréditaire stockée dans un gene est lue pour aboutir a
la fabrication de molécules qui auront un réle actif dans le fonctionnement cellulaire, comme

les protéines ou les ARN.

La régulation de I'expression génétique est donc le mécanisme fondamental permettant la
différenciation cellulaire, la morphogenése et I'adaptabilité d'un organisme vivant a son

environnement.

ADN <mmsmmmmmm Réparation information central

Réplication
Transcription

ARN D Epissage

Traduction

PROTEINE

FONCTION
Figure 15 : Représentation Schématique de I’expression des génes
Les différentes approches de L’expression des génes :

I. Trascription :

C’est la ler étape de I’expression des génes, Sa regulation est finement contrdlée et met en

ceuvre de nombreux facteurs et ce sant des réactions catalytique identique entre les eucaryotes
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et les procaryotes.

la transcription s’effectue du +1 de transcription jusqu’a la région terminatrice .

Les etapes de la transcription :

1. démarrage ou initiation de la transcription :
Reconnaissance du promoteur et du SIT par I’ARN pol
Formation d’un complexe entre I’ADN et I’ARN pol
Séparation locale des deux brins

Sélection et polymérisation des premiers nucléotides

2. Allongement ou élongation la chaine ribonucléotidique :
Activité et déplacement de I’ARNpol

Séparation de I’ADN bicaténaire

Séparation de I’hybride ADN-ARN simple brin naissant
Reformation de I’ADN double brin

3. Arrét de la transcription :

Reconnaissance du site ou des régions de terminaison de la transcription et arrét de la

polymeérase.
ARM polymérase
g initiation élongation terminaison 3
1 ] —_— C =
3° -1

T

1
amont|awval
| UMNITE DE TRANSCRIPTION

5P

|

3°0H
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réegion codante

1

I
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Figure 16 : les étapes de la transcription
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I.1. Régulation de la trascription :
1. Séquences cis régulatrices

Les génes des eucaryotes possedent des séquences régulatrices, souvent présentes en amont
du promoteur de ces genes. On appelle le motif d’ADN régulé un cis-régulateur, et le facteur
de transcription se fixant spécifiquement au cis régulateur de maniére a I'activer ou a l'inhiber

un trans-régulateur.

Les cis-régulateurs sont des séquences de 6 a 15 nucléotides, pouvant étre placées en amont,

entre, ou dans les introns de la séquence codante.

Les genes contiennent plusieurs types de sequences cis-régulatrices qui contrdlent la

transcription comme les promoteurs, les enhencers (activateurs), les silencers (répresseurs).

Répresseur : protéine qui se lie sur une séquence régulatrice ou sur 1’opérateur d’un géne,

bloquée la transcription.
1.1. Les promoteurs :

region ADN en amont du site d’initiation de la transcription sur laquelle I’ARN pol peut se
lier et se fixe ADN pol en faut forme du complexe polymérase subit de modification structural

nécessaire pour permetre l'initiation.
1.1.1. Le promoteur basal ou minimal :

Chez les eucaryotes, le promoteur basal contient un ou plusieurs motifs caractéristiques, et

située entre 25 et 30 pb en amont du site de démarrage de la transcription (TSS)
1.1.2. Le promoteur proximal :

Le promoteur central est incapable, a lui seul, d'assurer une transcription efficace de la
séquence codante située en aval. D’autres éléments proximaux situés entre -50 et -200 pb du

site d'initiation sont également impliqués dans la régulation de la transcription.
1.1.3. Les éléments régulateurs distaux :
On distingue les éléments de promoteur distal :

v' Enhancers : est une région d’ADN qui peut fixer des protéines pour stimuler la
transcription dugeéne, en agissant la région promotrice. On appelle aussi activateurs ou

amplificateurs de la transcription.
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v' Silencers : est une région d'/ADN qui intervient dans la régulation de I'expression des
génes. Elles ont une action inverse de celle des enhancers ; ainsi les protéines qui se fixent
dessus ont un role inhibiteur de la transcription. Elles sont aussi connues sous le nom de :

répresseurs, inhibiteurs ou inactivateurs de la transcription.
2. Facteurs Trans-régulateurs

La régulation de la transcription des génes est assurée en partie par I’intervention de facteurs
protéiques agissant en « trans ». Certains de ces facteurs sont capables de se lier directement a

I’ADN et d’autres interviennent dans des complexes protéiques sans se lier a I’ADN.

L’association de I’ensemble de ces protéines en complexes de haut poids moléculaire permet

de réguler la transcription du gene en fonction des signaux cellulaires.
Les trans-régulateurs reconnaissent les séquences CIS et activent ou inhibent leur expression.
2.1. Les facteurs de transcription :

La structure des facteurs est modilaire composée des domaines protéique et ayant des

fonctions spécifique
Il ya 3 types de domaine :

v Les domaines de fixaction a ’ADN
v" Les domaines de démérisation

v Les domaines d’activation
2.1.1. Les facteurs genéraux de la transcription
On distengue des différentes facteurs de transcription sont :

Il existe 6 facteurs généraux d’initiation de la transcription (GTFs) : TFIl A-TFII B - TFII D
-TFHE-TFIF-TFIH.

Les GTFs sont constitues de plusieurs sous-unites (1 a 14 suivant les facteurs), et le nombre

de sous-unités en totalite est environ de 30.
Les GTFs s’associent avec le promoteur et avec I’ARN polymeérase II.
2.1.2. Les facteurs de transcription specifiques :

IIs sont associés aux facteurs généraux dans les complexes de transcription et ils interviennent
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dans la modulation de la transcription.

Le complexe d'initiation est suffisant pour visualiser une activité transcriptionnelle a trés
faible taux. L'augmentation ou la répression de cette activité basale est sous la dépendance de

facteurs spécifiques qui vont interagir avec le complexe d'initiation.

Pour activer un geéne cible, différents stimuli internes et/ou externes entrainent la liaison d’un
certain nombre de facteurs de transcription spécifiques a des séquences promotrices en amont

de ce gene.

D’autres appelés répresseurs, au contraire 1’inhibent en provoquant une condensation de la

chromatine ou, par la déstabilisation ou le blocage du complexe.
2.1.3. Les cofacteurs transcriptionnelles :

Ce sont des protéines nucléaires médiatrices de la transcription. Elles permettent ou modulent
I’interaction fonctionnelle entre des facteurs de transcription spécifiques et les facteurs

généraux présents dans le complexe d’initiation de la transcription.

Différents types de co-facteurs participent a la régulation de I’expression génique, en
contribuant soit a ’activation de la transcription (co-activateurs), soit a son inhibition

(répresseurs).

CORE PROMOTER

COACTIVATORS BASAL FACTORS

Figure 17 : Les co-facteurs transcriptionnelles

Site d’inisiation de la transcription : Le Tss est I'endroit ou I'ARN polymérase se fixe, pour

reconnaitre le début de la séquence codant pour I’ARN.

25



Chapitre I : Revue bibliographique

Cette reconnaissance se fait par I'intermediaire d'une de ses sous unités qui se lie a un

domaine particulier de I’ADN présent dans le géne.

Il indique a la polymérase ou se lier mais également dans quel sens démarrer et sur quel brin.

Atténuation transcriptionnelle :

L'atténuation est un mécanisme de régulation de I'expression des génes present en particulier

chez toutes les Archées et les Bactéries.

L'atténuation consiste en une terminaison prématurée de la transcription, en amont des genes
de structure situé dans la région 5'-non traduite de I'ARN, appelé atténuateur, et alors n'y a

pas de synthese d'un ARN messager complet et donc pas d'expression.
11.1.2. Régulation post-trascriptionnelle :

La régulation post-transcriptionnelle est une phase de la régulation de I'expression des génes
comprenant tous les mécanismes affectant directement les molécules d'ARN (acide
ribonucléique) produite lors de la transcription. Elle permet aux cellules de s’adapter

rapidement aux changements de leur environ.

Exons

ADN intron -inton- intron | '3 Jintron - infron _ intron |

ARN M
Transcrit primaire

Epissage de
£ IARN W\
ARNm L7 B

Deux protéines différentes

Figure 18 : La régulation post-transcriptionnelle
Chez les eucaryotes, ARNm subi de modification post-transcriptionnelle sont :

1. Controéle de la maturation des ARNm (épissage alternatif)
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L’épissage : Les génes eucaryotes sont morcelés dans le génome et il doit y avoir un

assemblage des exons afin d’exprimer ces génes sous une forme continue.
L’épissage alternatif : quand un exon peut étre soit inclus soit exclu de I’ARN mature.

A partir d’un seul géne, 1’épissage alternatif permet de produire plusieurs ARNm qui
pourraient alors étre traduits en diverses protéines avec des propriétés et des fonctions bien
distinctes.

Ce processus est un grand contributeur a la diversité du protéome et fournit une part

d’explication au différentiel entre le nombre de genes et celui des protéines.

1.1. Les différents types d’épissage alternatif :
Promoteurs alternatifs

Sites Poly-A alternatifs

Sites 5° d’épissage alternatifs

Sites 3’ d’épissage alternatif

Exon cassette

Exons mutuellement exclusifs

AN N N N N

Rétention d’introns
1.2. Controle de I’épissage alternatif

La réaction d’épissage par le complexe du spliceosome nécessite une reconnaissance des

séquences consensus (Cis) ainsi que ’intervention des facteurs agissant en Trans.

Des protéines peuvent se lier au transcrit primaire afin de modifier I'épissage des introns. En

effet, elles peuvent activer ou inhiber la coupure de certains introns.
2. Export nucléaire

Dans les cellules eucaryotes, les sites de transcription (noyau) et de traduction (cytoplasme)
sont séparés par une membrane nucléaire. Le transport des ARN entre le noyau et le
cytoplasme via les pores nucléaires est un processus essentiel pour I’expression des genes.
Aprés sa maturation dans le noyau, I’ARNm reste associé avec des protéines spécifiques pour

former des complexes mRNP. L’assemblage des mRNP est donc co-transcriptionnel.

Le transport noyau-cytoplasme se fait grace a des protéines riches en serine et arginine qui

lient I’ARN et qui sont reconnues par un large complexe : le pore nucléaire (NPC). L’énergie
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est apportée par une protéine appelée Ran qui hydrolyse le GTP.

I1 existe un récepteur pour I’export qui interagit avec le pore et qui est spécifiquement
impliqué dans le transport nucléocytoplasmique d’ARNm. Il s’agit d’un hétérodimere

composé des protéines NXF1/"TAP et p15.
3. Edition des ARNm :

En 1998, Price et Gray ont proposé une définition du processus d’édition des ARN qui est
aujourd’hui admise par I’ensemble de la communauté scientifique. Selon ces chercheurs, «
1’¢édition décrit I’ensemble des processus d’altération des ARN conduisant a un transcrit
mature dont la séquence differe de celle codée par le génome au niveau d’un ou plusieurs

nucléotides ».
3.1. Différentes processus :

v L’édition par insertion ou délétion des nucléotides altére le nombre de résidus contenus
dans la molécule d’ARN.
v’ L’édition par conversions ou remplacements de nucléotides altére I’identité des

nucléotides contenus dans la molécule d’ARN.
4. Stabilité des ARNm

Réguler la stabilité des ARNm est une des voies pour assurer que certaines protéines soient

présentes pendant des instants trés courts ou des périodes plus longues.
4.1. Temps de %2 vie des ARNm :

II n’y a pas d’ARN stables depuis la naissance jusqu’a 1’age adulte : c’est de ’ordre de

I’heure.

Certaines protéines de cellules eucaryotes sont nécessaires pour des périodes de temps tres
courtes et doivent étre exprimées rapidement (protéines de signalisation comme les cytokines,

les facteurs du cycle cellulaire..).
4.2. Les voies de dégradation

Dans le cas de la plupart des ARNm, la longueur de la queue poly A décroit progressivement

dans le temps, en raison de 1’action d’une nucléase responsable de la désanylation.

Lorsque leur queue est suffisamment raccourcie, les molécules de PABP ne peuvent plus se
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fixer ni stabiliser I’interaction de la coiffe en 5° et des facteurs d’amorgage. La coiffe exposée
est ensuite retirée par une enzyme et I’ARNm non protégé est dégradée par une exonucléase

57a3’.
4.3. Le systeme de surveillance NMD (Non sense-mediated decay)

Le NMD ou Dégradation des ARNm Non-sens est un mécanisme de contréle qualité des

ARNmM. Il vise a éliminer :

v les ARNs avec des codons stop précoces.
v les ARNSs non épissés
v" les ARNSs ayant des 3° UTR trés longs

4.4. Mécanisme de I’inhibition par le RNAi :

Ce processus commence avec un double brin d’ARN (70 nuc) qui est dégradé par une
DICER. Les produits de ce clivage sont des petits ARN de 20 a 25 nucléotides, appelés petits

ARN si. Ces si RNA se séparent en simple brin sens et anti sens.

Les brins anti sens vont interagir avec un complexe protéique RISC qui reconnait, se lie et

clive les ARNm qui contiennent des séquences complémentaires du brin anti-sens du ARN si.
I1. la traduction :

1. Régulation traductionnelle :

1.1. Inhibition de la lecture de ’ARN par RE en 5’ :

ex: synthése de la ferritine
IRP

ARNm bloqué
absence de fer g % I : %)

[ferritine] faible

présence de fer 5 ——mmm— :

[Fe ARNm traductible
,3,{

[ferritine] élevée

Figure 19 : absence et présence de fer

1.2. Inhibitions des facteurs de traduction (initiation élongation terminaison) :
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ex: synthése de la f-globine

elF2 kinase inactive

- =

- ;%I F2 actif \:—'—'-'.'.;_
'metivation & KT
elF2 Kipegactive  2.75200 5 [

elF ctif

P
i
1

™

présence d'heme : elF2 kinase inactive — elF2 actif — X de p-globine

Figure 20 : Inhibition des facteurs de la traduction

1.3. Regulation par le micro ARN :

géne miARN 5
ADN
l transcription pri-mIARN
l complexe microprocesseur
:) pré-miARN (= 70 nt)
I l I Membrane nucléaire

Sortie médiée par I'exportine 5

avec hydrolyse de GTP /\—:>

l coupure par Dicer
—
l prise en charge par RISC
A miARN
A Bxensve complementartly in l B  Short complementary segmernts in 3-UTA

coding region or UTR

— > t-ewe

répression de la traduction de I'ARNm

Figure 21 : Régulation par le micro ARN

2. Regulation post-traductionnelle :
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M ex de la biosynthése de I'ubiquitine

UbB
ADN ] I
ARN transcription
~——{ - - - - - -
Proté traduction
ine 3 5 5 5 5 5 5 5 |
[ N e
Ubiquitine - — = protéolyse
[ B e post-traductionnelle
B ex de la myostatine
ADN — -
ARN transcription
traduction
Myostatine ]
l clivage du peptide signal
Myostatine secrétée 1‘_
Myostatine active = clivage protéolytigue at formation d'un dimére

Figure 22 : Régulation post-traductionnelle

I11. Epigénétique :

Etude des caractéres, tels que I'état de transcription des genes, qui sont héritables au cours des
divisions cellulaires mais qui n’impliquent aucun changement de la séquence d’ADN.

Ces caractéres sont en général réversibles ("reprogrammables™) (selon le type cellulaire) et
sont portés par des modifications dites épigénétiques.

1. Les mécanismes épigénétiques :

v" Modifications post-traductionnelles des histones : méthylation, acétylation,
phosphorylation, ubiquitination, sumoylation, polyADPribosylation

v Méthylation de I’ADN : par 'ADN méthyl-transférase, chez la plupart des eucaryotes
(sauf S.cerevisiae, C.elegans, peu chez D.melanogaster), liée a la répression des génes

v’ Utilisation de variantes d’histones : isoformes non alléliques des

histones conventionnelles, présentes en tres faible quantité (macroH2A...)

2. Modifications Les extrémités NH2-terminales des histones :
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N-mrxqmmcs'recmaxgu'rmx SAP

TG

® o o o . ° © /( "4)
§G§G§GG§(GLG§GGA§RHR§VLRD“IQGIT

e o o e ® o @
S—K—K
1 5 ]

K—EK—K—K—N
b /‘zo 16 12 5
H2B
19 120 ® acetylation
Eea

ll(_c ® methylation
W U ® phosphorylation

Figure 23 : Modifications Les extrémités NH2-terminales des histones
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. Matériels :

GENBANK : Base de données de la séquence ADN, comprenant toutes les séquences de

nucléotides publiquement disponible et leur traduction protéines.

GOR 1V : Bank de données protéique, c’est les méthodes de prédiction de structure

secondaire basées sur la théorie de I'information.

IPC : Bank de données protéique, et c’est le pH auquel une molécule particuliere ne porte pas
de charge électrique nette.

PRIMER 3 plus : Bank des données nucléique, pour sélectionne les amorces d'une séquence
d’ADN.

GENSCAN : Bank de données nucléique, et identification de structures géniques complétes
dans I'ADN génomique.

MtGEA : Medicago truncatula Gene Expression Atlas, ¢’est une basse de données on utilise
pour développer un atlas des profils d’expression génétique pour la majorité des génes de M.
truncatule par ce que c’est un modéle de référence pour la génétique, la génomique et la

sélection des légumineuses.

Logiciel R studio : Langage de programmation et un logiciel libre destiné aux
statistiques et a la science des données, on utilise ce logiciel pour faire I'arbre

phylogénétique.
Excel : Logiciel tableur, utilisé pour afficher les résultats des données.

Access 2013 : Base de données relationnelle, on a créé ce base aprés assemblée et classiez

mes données.

1. Méthodes :
2.1. La basse de données en ACCESS :
1. Choix des genes :

A travers I’étude scientifique que nous avons menée, nous avons abordé I'extrapolation des
génes de M. truncatula au moyen de GENBANK et on a choisi 5 genes « M. truncatula
cultivar A17 TRM1 protein (TRM1) gene, M. truncatula cultivar R108 transcription factor 1A

(TFIIA) gene, M. truncatula 1-cys peroxiredoxin mRNA, M. truncatula cultivar Jemalong A17
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zinc ion transmembrane transportée (MTP1) mRNA, M. truncatula isolate Medtr5g066380

invertase mMRNA.

[
£ NCBI

Resources ¥ How To ¥

Sign in to NCBI

Nucleotide Nucleotide ~ |Medicago truncatula Gaertn |
Create alet  Advanced Help
COVID-19 is an emerging, rapidly evolving situation
@ Get the latest public health information from CDC: hitps:/fwww. coronavirus.gov
Getthe latest research from NIH: https:/fiwww.nih.gov/coronavirus
Find NCBI SARS-CoV-2 literature, sequence, and clinical content: hitps:/www ncbi.nlm nih.govisars-cov-2/.
Species Summary ~ 20 per page ~ Sort by Default order + Sendto:~  Filters: Manage Filters
Plants (
Bacteria (18)
. Results by taxon =
Cuslomize .. Items: 1 to 20 of 535592 v
Top Organisms [Tree]
Wolecule types Page |1 | of26750 | Next~ || Lot >> Medicago truncatula (535576)
DNARMA (1 - . . i i i
genamic AL [[] Medicago truncatula 1-cys peroxiredoxin mRNA, compleie cds Lysinibacillus fusiformis (2) )
mRMNA (333 064) 1 7?1 2 bp i RNA Stenotrophomonas maltophilia (2}
RNA (112) . p linear m Pseudomonas corrugata (2)
Customize Accession: AY594320.1 Gl 49618727 Neobacillus niacini (1)
Protein  Taxonomy All other taxa (9)
Source databases GenBank FASTA Graphics More
INSDC (GenBank) (484 561) B —
Ref3eq (50 987) -
[[] Medicage truncatula cultivar Jemalong A17 zinc ion transmembrane transporter (MTP1) mRNA, N
Customize 2 Hedieag 9 H ( ) Find related data &
. complete cds
Sequence Type 1,224 bp linear MRNA Database: | Select -
MNudleotide (37,066) Accession: FJ389717.1 Gl 238684573
EST (269,501) Protein PubMed Taxonomy
GSS5 (169
‘ GenBank FASTA Graphics
Genetic
compartments ] TSA: Medicage truncatula. franscriptome shotgun assembly Search details =
Chloroplast (32) 3.

Mitochondrion (7)
Plastid (49)

42 302 rc linear transcribed-RNA
0 This entry is the master record for a transcriptome shotgun assembly project and contains no sequence

data.
Sequence length Accession: GHBMO0000000.1 GI: 1897846672
Custom range... BioProject BioSample PubMed Taxonomy
Release date GenBank

Custnm ranna

2. Chacun des genes a une sequence nucléique et séquence protéique qui nous a amené a savoir
la structure 2D, Phi, %GC, primer D et primer G au moyen des GOR IV,IPC, GENSCAN

Figure 24 : Interface de GENBANK

et Primer 3 Plus.

"Medicago truncatula™[Crganism] OR
Medicago truncatula Gaertn[All
Fields]

Search See more...

3. On a utilisé Access pour assembler les informations sur chaque gene

2= =
ACCUEL | CREER
[\ /‘ 3 Couper

ER Copier
Affichage  Coller =

Affichages

Tous les objets ... @ «
Rechercher... L
Tables ES

= Tavler

DONNEES EXTERNES

OUTILS DE TABLE

OUTILS DE BASE DE DONNEES CHAMPS TABLE

raissant électior ‘E =
| ’3
Décroissant T2 Options avancées - = BEncegistrer % Orthographe
) Actualiser Recherct

- EPlus~

Enregistrements

fefitie toute X Supprimer

5 Trier et filtrer Rechercher

*

Enr: 14

=3 Tablel

N° - [ Cliquer pour ajouter ~
(Nouv.)

1surl » Rechercher |

> Totaux i mplacer
> Atteindre v

[ Sélectionner -

4, ilenewarda@gmail.com ~
Calibri (Détail) clu -
G I s = =
VNG g A

Mise en forme du texte

Figure 25 : Interface de 1’Access 2013
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4. Création des tables :

Chague géne a des enregistrements code gene, nom de gene, séquence, %GC, code CDs et

primer G ...

B g = OUTILS DE TABLE
@Gl ACCUEL | CREER  DONNEESEXTERNES — OUTILSDEBASEDEDONNEES ~ CHAMPS — TABLE 1. ilenewarda@gmail.com ~
b/‘ L] Y Y Sélection ~ ‘,1;‘ " > Totaux ﬁ 35c Remplacer Calibri (Détail) v 11 -
* L ] Options avancées - = Benregistrer %% Orthographe > Atteindre - G IS =
Affichage  Coller Filtrer Actualiser Rechercher 7
. . fuire | mer un t tiver/désactiver le filt tout~ - EPlus~ [y Selectionner~ A, ~ 2 -
Affichages Presse-papies & Trier et filtrer Enregistrements Rechercher Mise en forme du texte r ~
: GENE
Tous les objets ... © «|| 3
T || (CODEGENE -[NOMDEGE! - | SEQUENCE - [ORGANISME - | TAILEE - LOCUS -] %GC - |CODEPRIME - CODEPRIME - | CODEEXON - |CODEINTRC - | CODECDS -
echercher..
= AYS594329 Mt 1-cys perox ATTGAATATGC Medicago trun 718 pb AY594329 40,53 G19980 D19972 E19930 T19960 c17722
ables £
3 o FJ389717 Mt cultivar Jen ATGGAAGCAC: Medicago trun 1224 bp F1389717 42,97 620300 020209 £20400 T20500 c17304
e MN623106 Mt isolate Mec ATGGGAACTTC Medicago trun 1734 bp MN623106 36,04 G20707 D20199 E20715 T20100 C17503
B sons MT799184 Mt cultivar R1C TCACTCTTCAA, Medicago trun 2573 pb MT799184 3525 R108120 R108619 R108256 R108192 R108384
3 Gene MT799185 Mt cultivar A1 ATGGAGACTC/ Medicago trun 3979 pb MT799185 35,59 A17120 A17619 A17256 A17192 A17384
3 mTRON 1%
B PRIMERD
B PRIMERG
B PROTEINE
Formulaires 2
B8 Base de données

EB formulaire de Medi

Figure 26 : création les tables des génes

2. La base de données MtGEA :
2.1. MtGEA: Medicago truncatula Gene Expression Atlas

On a choisi la base de données MtGEA, et on a cliqué sur « Batch Download by Expriment »
pour afficher les conditions.

)RESEARCH

# INSTITUTE

Medicago truncatula Gene Expression Atlas

Current Version: V3 (Feb 2015)
# of Experiments: 274
# of GenecChips: 739

@ Sample Selection MTV

Introduction
Quick Search:
Probeset
: The Medicago truncatufa Gene Expression Atlas (MtGEA) Project
el = Medicago truncatula is 3 model or reference species for legume genetics, genomics, and
MGEA: breeding. To support functional genomics this species, we have developed a compendium

Home / Introduction
Microarray Sample Selection
Multi-transcript Viewer
Search by

= Probeset 1D
= Homolog Probeset D
= Gene Annotation...
e Gene ID
e Gene Description
e GO Annotation
e Protein Domain
e KEGG Annotation
e Transcription Factor

or "atlas™ of gene expression profiles for the majority of M. truncateia genes covering all its
major organ systems (roots, nodules, stems, petioles, leaves, ve getative buds, flowers,
seeds and seed pods) with detailed developmental time-series for nodules and seeds,
using the Affymetrix Medicago Gene Chip &. These data have been supplemented with

H transcriptome data from plants subjected to various kinds of abiotic and biotic stresses and
data from specific cell and tissue types. We anticipate thatthese data will aid gene function determination, biological
discowery, and molecular breeding efforts

The complete dataset can be downloaded from ArrayExpress, where complete MIAME information is also deposited

Eamily
@ WM The Medicago truncatula Gene Expression Atlas (MIGEA) Web Server
= Sequence Alignment The Medicago truncatula Gene Expression Atlas (MtGEA) Web Server was developed to maximize the use of publicly-
{BLAST) available Affymetrix GeneChip data and aid efforts to “interpret” the Medicago genome through functional genomics. This
* Genomics Features (Genome " " . " : "
Browser) web server aims to archive all publically-available M. truncatula gene expression data derived from the use ofthe Affymetrix

Analysis: GensChip

= Co-expression Analysis
= Differential Expression
Analysis
= My Analysis History
Gene Regulatory Netfwork:

The web service provided here allows the user to identify and analyze the expression of one or more genes of interest,
using the Affymetrix Medicago probe-set identification number, gene sequence, gene annotation information (such as

gene 1D, keyword in description, GO term, KEGG bincode or protein domain name) as starting point. The web server also

= Legume Comparative GRM
Server

Whole Datased:
» Batch Download by
Experiment
= Download the mappings

between probeset ID and
AN A mans DA WEll

seamlessly inter-connects with our Af genome browser, which allows the userto query using various genomics features
(e.g. a particular chromosome coordinate or an EST ID mapped to the genome) and links back to the corresponding

expression profiles in MtGEA. The user may further study gene expression profiles based on co-expression analysis and
differential expression analysis. The user may also directly download the whole dataset organized by experiment. Data

output can be selected by the user and is provided in a tabular form compatible with common analytical and visualization
software

Figure 27 : Interface de MtGEA

2.2. Choix des conditions :
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Stress hydrique (Root drought and Shoot drought):

On a choisi les conditions de stress hydrique: RT_drought 2D, RT_drought 4D,
RT _drought_7D, RT _drought 10D, RT_drought_14D, RT_drought_3D, SHT_drought 2D,
SHT_drought_3D, SHT_drought_4D, SHT_drought_7D, SHT_drought_10D et
SHT _drought_14D.

Root drought 2d: Organ: root. Treatment Type: physical treatments. Treatment: 2d drought stress (time-course)

Selection: [CIRT drought 2d 1 [CIRT drought 2d 2 [CIRT drought 2d 3 [7] Mean (RT drought 2d)

Root drought 3d: Organ: root. Treatment Type: physical treatments. Treatment: 3d drought stress (time-course)

Selection: [T]RT drought_3d_1 [CIRT drought_3d_2 [CJRT drought 3d_3 [C] Mean (RT_drought_3d)

Root drought 4d: Organ: root. Treatment Type: physical treatments. Treatment: 4d drought stress (time-course)
Selection: [C]RT drought_4d_1 [CIRT_drought_4d_2 [CIRT_drought_4d_3 [T] Mean (RT_drought_4d)

Root drought 7d: Organ: root. Treatment Type: physical treatments. Treatment: 7d drought stress (time-course)

Selection: [C]RT drought 7d 1 [CIRT _drought_7d_2 [CIRT_drought_7d_3 [7] Mean (RT_drought_7d)

Root drought 10d: Organ: root. Treatment Type: physical treatments. Treatment: 10d drought stress (time-course)
Selection: [CIRT_drought_10d_1 [CIRT_drought_10d_2 [CIRT_drought_10d_3 [T] Mean (RT drought 10d)

Root drought 14d: Organ: root. Treatment Type: physical treatments. Treatment: 14d drought stress (time-course)
Selection” [T|RT drought_14d_1 [CIRT drought_14d 2 [CIRT drought_14d_3 [C] Mean (RT drought_14d)

Root drought 14d rewatered Organ: root. Treatment Type: physical treatments. Treatment: 14d drought stress plus 1d rewatered (time-course)
1d:

1d_1 1d_2 1d_3 atered_1d)

Figure 28 : Root drought des génes de M. truncatula

Shoot drought 2d: Organ: shoot (whole aerial system). Treatment Type: physical treatments. Treatment: 2d drought stress (time-course)

Selection: TISHT drought_2d_1 [CISHT drought_2d 2 [CISHT drought_2d 3 [C] Mean (SHT_drought_2d)

Shoot drought 3d: Organ: shoot (whole aerial system). Treatment Type: physical treatments. Treatment: 3d drought stress (time-course)

Selection: [T SHT drought_3d_1 [CISHT_drought_3d_2 [CISHT_drought_3d_3 [C] Mean (SHT_drought_3d)

Shoot drought 4d: Organ: shoot (whole aerial system). Treatment Type: physical treatments. Treatment: 4d drought stress (time-course)

Selection: TISHT drought_4d_1 [CISHT drought_4d 2 [CISHT _drought_4d 3 [T] Mean (SHT_drought_4d)

Shoot drought 7d: Organ: shoot (whole aerial system). Treatment Type: physical treatments. Treatment: 7d drought stress (time-course)

Selection: [T SHT drought_7d_1 [CISHT _drought_7d_2 [CISHT _drought_7d_3 [C] Mean (SHT_drought_7d)

Shoot drought 10d: Organ: shoot (whole aerial system). Treatment Type: physical treatments. Treatment: 10d drought stress (time-course)
Selection: 7] SHT drought_10d_1 [CISHT _drought_10d_2 [TISHT _drought_10d_3 [™] Mean (SHT drought_10d)

Shoot drought 14d: Organ: shoot (whole aerial system). Treatment Type: physical treatments. Treatment: 14d drought stress (time-course)

Selection: [T SHT drought_14d 1 [CISHT drought_14d 2 [CISHT drought_14d 3 [T] Mean (SHT drought 14d)
Figure 29 : Shoot drought des génes de M. truncatula
2.3. Profil d'expression :
On a choisi 200 genes de chaque condition puis extrait 20 génes candidats qui sont les piques

d'expression de profil (Root drought and Shoot drought).

Un exemple Mtr.10007.1.S1 at:
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Figure 30 : Expression profile de Mtr.10007.1.S1_at (Root drought)

Nok rch Institute | Mf Gene Expression Atlas

Medicago truncatula Gene Expression Atlas

Transcript Details

Mtr.10007.1.51_at

Expression profile  (Problem seeing the expression profile below? Get flash player )

=Mtr.10007.1.51_at
1,263.47

1,011.36
759.25
507.14

255.03

Figure 31 : Expression profile de Mtr.10007.1.S1_at (Shoot drought)

2.4. Classement selon ’ordre décroissant :

Les valeurs est élevée aux jours 14 et faibles au jour 2 par a rapport les conditions Root

drought et on a soustraire (14D — 2D) pour I’ordre décroissant.
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g .
ACCUEIL INSERTION MISE EN PAGE FORMULES DONNEES REVISION
"D x Calibri ==_ % M- 5 Standed
By -
Coller . 61 5~ ===&= R R ]
Presse-papiers Police ] Alignement ] Mombre
a1 - fe
A B C D E F G H
1 X 2dayR 3dayR 4dayR 7dayR 10dayR 14dayR 2daySH
2 |Mitr.10158.1.51_at 448.68  397.99 534.46 1086.33 1101.24  1504.01 302.01
3 465.45 763.69 1030.27 1220.63 1225.46 1285.88 648.44
4 |Mtr.10007.1.51_at 402.87 49245 73554 926.71 1102.9 1203.3 31171
5 |Mtr.10044.1.51_at 44.2 45.71 154.21 33178 570.14 744.82  1389.16
6 |Mtr.10042.1.51_at 338.08 327.85 4149  604.42 626.66 782.02 273.08
7 |Mtr.1.1.51_at 78.61 91.28 127.35 258.71 321.68  509.15 67.63
8 |Mir.1.1.51_s_at 555.88  755.05 957  949.69 946.03 971.97 289.64
9 |Mtr.10129.1.51_at 256.24 220.7 273.08  399.54 454.69 569.98 199.94
10 |Mtr.10000.1.51_at 23477 271.83 329.75  366.88 392.11 525.5 186.86
11 |Mtr.10104.1.51_at 85.69 763.69 1030.27 1220.63 1225.46 344.76 563.43
12 |Mitr.10155.1.51 at 2885 270.79 33654 416.07 45191  535.08 177.52
3 Mtr.10030.1.51 at 408.03 427.78  554.05 580.44 657.19 65161 276.46
14 Mtr.10116.1.51 at 865.24 1080.2 1171.02 114352 115235 1099.78 535.08
15 Mitr.10022.1.51 at 22328 25495 25047 27149 316.62 456.1 155.05
16 |Mir.10067.1.51 s at 422 45678 569.96 608.72 668.61  635.79 355.92
17 |Mir.10001.1.51 s at 583.44  579.98 670.33 73792 758.63 78299 351.67
18 Mitr.10120.1.51 at 410.02 429.886  505.94 5116 548.32 52757 276.67
19 |Mitr.10132.1.51 at 14742 13384 177.89 2324 25747 31371 124.79
20 |Mtr.10090.1.51 at 63.8 64.45 72.03 13429 157.44  225.06 29.47
21 |Mtr.10029.1.51 s_at 176.86 217.17 34511 322.82 327.25  296.06 640.4
22

Figure 32 : les 20 génes de M. truncatula avec les conditions (Root drought and Shoot

drought)

2.5. Traitement des données par le logiciel R studio :

AFFICHAGE

conditionnelle~

]

1

250.54
1017.52
358.18
1138.96
236.73
80.52
296.95
154.32
209.78
659.04
152.99
329.96
633.81
157.79
435.08
401.15
304.02
137.97
32.42
761.26

J

3daySH 4daySH

341.1
143749
334.87
1143.44
289.05
57.81
624.62
253.87
22046
476.95
214.17
404.11
1086.84
230.34
3153
363.85
394.34
17454
36.85
1073.12

Mise en forme Mettre sous forme Styles de

’:“ D g““ Insérer =
& & E’ Supprimer ~
defableau=  cellules~ [ Format~
Style Cellules
K L M
7daySH 10daySH 14day SH
451.25 722.31 820.6
1378.25  1886.42 1792.38
359.79 342.83 376.23
142343 1535.68 1487.03
326.07 452.47 426.36
62.2 70.26 71.15
616.53 669.54 700.43
260.16 381.71 616.64
238.78 303.13 287.68
410.42 407.43 337.08
264.76 324.05 327.76
366.19 456.08 416.36
1076.68 1197.2 1110.01
208.6 281.35 306.2
545.67  562.29 627.46
538.3 625.85 589.11
443.12 648.06 429.52
253.5 270.88 325.23
56.2 72.55 83.17
540.99 454.39 427.65

On utilise le logiciel R studio pour traitait les données des genes pouvaient étre étudiés et faire

un arbre phylogénétique.

€ Rstudio = |6 =R
LRl = S ™ | Go to file/function ~ Addins ~ Bl Project: (Nonej *
Q') Untitled1* data ©] Arbre phylogénétique 1R @] Untitied2 = ["]  Environment History Connections =
SourceonSave | X /v Saun | 0% Source ~ © New Connection
1 c tion Stas
Files Plots Packages Help Viewer =
22 Export *
L (Top Level) 3 R Seript 2
Console ~ Terminal -~ Jobs =]

You are welcome to redistribute it under certain conditions.
Type 'license()' or 'licence()’ for distribution details.

R is a collaborative project with many contributors.

Type ‘"contributors()" for more information and

‘citation()' on how to cite R or R packages in publications.
Type 'demo()' for some demos, "help()' for on-line help, or
‘help.start()' for an HTML browser interface to help.

Type 'q()' to quit R.

[workspace loaded from ~/.RData]

>

3

Figure 33 : Interface de logiciel Rstudio
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Pour faire 1’arbre phylogénétique par le logiciel Rstudio on a changé le format du fichier Excel
a fichier CSV (nom.CSV) et le nom de fichier « data », puis on a écrit le code avec des
différentes commandes et fonctions.

) RStudio o|@] ® |

o -logla- - Adains +

9] Untitled1* data © Arbre phylogénétique 1R © | Untitied2 =1 Environment

-

History  Connections —_

SourceonSave | Q S~ SRun | *% # Import Dataset ~ | &

7 head(data) &
8 row.names(data) <- c(datasx)

9 head(data)

10 newdata <- datal ,-1] data

11  head(newdata) df

12 df <- newdata FFecaEd
13 df <- na.omit(df) ::

14 df.scaled <- scale(df) newdata
15 df <- na.omit(df) %

16 df.scaled <- scale(df

17 head(df.scaled) Values|
18 require(stats) res.dist
19 res.dist dist(x = df.scaled, method = "euclidean™)
20 x <- as.matrix(res.dist)[1:6 , 1:6]

21 round(x, digits = 3)

ik Giobal Environment +

Data

20 obs. of 13 variables

20 obs. of 12 variables

num [1:20, 1:12] 0.5956 0.6764 0.3751 -1.3
20 obs. of 12 variables

num [1:6, 1:6] 0 6.11 1.83 7.48 3.1 ...

Class 'dist' atomic [1:190] 6.11 1.83 7.48 3

Files Plots Packages Help Viewer —r=
4 23 Export ~

22 require(stats)

23 res.hc <- hclust(d = res.dist,

24 plot(x = res.hc)

method = “"complete™)

Console

mtr.
mtr.
mtr.
mtr.

mtr.1.1.

mer.
mer.
mer.
MEr. 10
MEr. 10
mtr.1.
> requ

op Level) 2

Terminal Jobs.

MTr.10044.1.

044.
042.1.
1.s51_at

ire(stats)

0.000
6.733
6.167
7.617
10.206

MTr.10042.1.51_at Mtr.1l.1.s1_at

3.101
7.617
2.400
7.162
0.000
2.875

1

oNEhow

626
206

875

Figure 34 : Le code pour faire 1’arbre phylogénétique

I11. Résultats :

1. Table relationnelle :

A l'aide d’Access, en utilisant toutes les méthodes et les informations, nous avons trouvé la
table relationnelle suivante.

INTRON

CODE INTROMN
CODE GENE
SEQUENCE
TAILLE

CDs

CODE CDs
CODE GENE
SEQUENCE
TAILLE

FPROTEINE

CODE PROTEIMNE
SEQUEMICE
TAILLE

PHI

STRUCTURE 2D

PRIMER G

CODE PRIMER

GEME

NOM DE GEME
SEQUENCE
ORGAMISME
TAILLE

LOCUS

%% GC

CODE PRIMER G
CODE PRIMER D
CODE EXONS
CODE INTROMS
CODE CDs
CODE PROTEIME

CODE GENE
SEQUEMNCE
TAILLE

%8 GC

™m

PRIMER D

CODE PRIMER
CODE GENE
SEQUENCE
TAILLE

%4 GC

Tm

EXOMS

CODE EXONS
CODE GEMNE
SEQUEMCE
TAILLE

Figure 35 : Table relationnelle entre les génes de M. truncatula
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2. Arbre phylogénétique :
Le traitement des données de I’expression, des 20 génes choisis, par le logiciel Rstudio nous a

permis d’obtenir le résultat suivant :

Cluster Dendrogram

10
|

o -
=
=)
o
- -
=
=
5 - |
2
=,
n
-
= =
e~ ] ™ = ¢
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N o @ »m = » 3 = = - - = 8 =5 =
s § 223 8 : 5 8 8 = >
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= B T < x £ £
£ £
res.dist
nciust {~. “complete™)

Figure 36 : Arbre phylogénétique des génes de M. truncatula

Interprétation et discussion :
L’arbre phylogénétique c’est une représentation schématique et buissonnante, permettant de

mettre en avant une parenté entre espéces ou groupes des especes.

Dans cet arbre phylogénétique il y a 20 genes de M. truncatula, ¢’est génes sont groupés entre

eux par des clades et se sont divisés en groupes.
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Tableau 5 : I’identification et la fonction des génes de M. truncatula

Probset Gene ID Fonctions

Mtr.10158.1.S1_at Medtr7g117545.1 pumilio-family RNA-binding repeatprotein

Mtr.10045.1.S1_at Medtr3g449620.1 polyamine oxidase-like protein

Mtr.10007.1.S1_at Medtr3g091820.1 Dof-type zinc finger DNA-binding family protein

Mtr.10044.1.S1 at No information No information

Mtr.10042.1.S1 at Medtr5g090430.1 ATP-dependent RNA helicase, putative

Mtr.1.1.S1 at Medtr5g029640.1 RNA recognition motif, a.k.a. RRM, RBD protein

Mtr.1.1.S1 s at Medtr5g029640.1 RNA recognition motif, a.k.a. RRM, RBD protein

Mtr.10129.1.S1_at Medtr5g058150.1 ribosomal RNA processing-like protein

Mtr.10000.1.S1 at Medtr7g102610.1 PHD zinc finger protein

Mtr.10104.1.S1 at Medtr4g068240.1 -orn/lys/arg decarboxylase major regionprotein
Medtr4g068270.1 -orn/lys/arg decarboxylase major regionprotein

Mtr.10155.1.S1 at Medtr8g073170.1 exosome complex exonuclease RRP44

Mtr.10030.1.S1_at Medtr4g116460.1 -zinc finger, C3HC4 type (RING finger)protein
Medtr4g116460.1 -zinc finger, C3HC4 type (RING finger)protein

Mtr.10116.1.S1_at Medtr8g070510.4 -EF hand calcium-binding familyprotein
Medtr8g070510.2 -EF hand calcium-binding familyprotein
Medtr8g070510.3 -EF hand calcium-binding familyprotein

Mtr.10022.1.S1_at Medtr1g107575.1 CwfJ carboxy-terminal 1-like protein

Mtr.10067.1.S1_s_at | Medtr2g006330.3 -sucrose non-fermenting-like kinase 2 familyprotein
Medtr2g006330.2 -sucrose non-fermenting-like kinase 2 familyprotein
Medtr2g006330.1 -sucrose non-fermenting-like kinase 2 familyprotein

Mtr.10001.1.S1 s _at | Medtr3g079200.1 zinc finger CCCH domain protein

Mtr.10120.1.S1_at Medtr4g081050.1 AP-5 complex subunit zeta-like protein

Mtr.10132.1.S1 at Medtr5g069660.1 hypothetical protein

Mtr.10090.1.S1 at Medtr79g097190.1 phytochelatin synthase

Mtr.10029.1.S1_s_at | Medtr5g032720.1 MATE efflux family protein

Le niveau 1 (la distance 10) : il y a 2 groupes

Dans le premier groupe il y a 3 genes sont : Mtr.10045.1.S1_at, Mtr.10116.1.S1_at et

Mtr.10044.1.S1 _at, ces génes ont des roles dans 1’homéostasie, la survie cellulaire et la liaison

du calcium dans les protéines pour stocker le calcium a l'intérieur de la cellule.
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Dans le deuxiéeme groupe il y a 17 génes sont: Mtr.10158.1.S1 at, Mtr.1.1.S1_at,
Mtr.1.1.S1 s at, Mtr.10007.1.S1_at, Mtr.10029.1.S1_at, Mtr.10090.1.S1_at,
Mtr.10120.1.S1_at, Mtr.10067.1.S1_s_at, Mtr.10000.1.S1_at, Mtr.10042.1.S1_at,
Mtr.10132.1.S1_at, Mtr.10001.1.S1_s_at, Mtr.10022.1.S1_at, =~ Mtr.10155.1.S1_at,

Mtr.10129.1.S1_at, Mtr.10104.1.S1_at et Mtr.10030.1.S1_at, ces génes ont des réles dans la
régulation de l'expression génétique, catalysent une transformation chimique a travers les

transporteurs d’efflux et les ions de zinc, résisté a la sécheresse et la réponse de la croissance.

Selon leur fonction de ces groupes partagent le méme resultat parce que ces genes sont
responsables de 1’homéostasie et la survie cellulaire a travers les transporteurs d’efflux et les
ions de zinc, liaison du calcium dans les protéines avec régulation de I'expression génétique,

résistance a la sécheresse et la réponse de la croissance.

Le niveau 2 (la distance 8) :
Il'y a2 groupes ; dans le premier groupe il y a 2 génes : Mtr.10045.1.S1_at et Mtr.10116.1.S1_at
ont des roles dans I’homéostasie et la survie cellulaire et liaison du calcium dans les protéines

et stockage du calcium a l'intérieur de la cellule.

Dans le deuxiéme groupe il y a un seul gene c’est Mtr.10044.1.S1 _at. Donc selon leur fonction
les premier génes de ce groups ils partagent le méme clade par ce que ces genes s’interférant

I’homéostasie de la cellule.

Le niveau 3 (la distance 6.5) : il y a 2 groupes

Dans le premier groupe il y a 5 genes sont : Mtr.10158.1.S1 at, Mtr.1.1.S1 s_at,
Mtr.10007.1.S1_at, Mtr.10001.1.S1_s_at et Mtr.10104.1.S1_at, ces genes ont des rdles dans la
régulation de Il'expression génétique, la résistance a la sécheresse et catalysent une

transformation chimique.

Dans le deuxieme groupe il y a 15 géenes sont : Mtr.1.1.S51 at, Mtr.10120.1.S1_at,
Mtr.10067.1.S1_s_at, Mtr.10090.1.S1_at, Mtr.10029.1.S1_at, Mtr.10000.1.S1_at,
Mtr.10155.1.S1_at, Mtr.10132.1.S1_at, Mtr.10042.1.S1_at, Mtr.10030.1.S1_at,

Mtr.10022.1.S1 at et Mtr.10129.1.S1 s at, ces génes ont des rbles dans la régulation de
I'expression génétique avec résistance a la sécheresse et la réponse de la croissance a travers les

transporteurs d’efflux et les ions de zinc.

Selon leur fonction, ces groupes de génes partagent le méme résultat par ce que ces genes
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interviennent dans la régulation de I'expression génétique avec résistance a la sécheresse et la

réponse de la croissance.

Le niveau 4 (la distance 4.5) : il y a 4 groupes

Dans le premier groupe il y a 4 génes est Mtr.10158.1.51 at, Mtr.1.1.S1_s_at,
Mtr.10001.1.S1_s_at et Mtr.10007.1.S1 _at, ces genes régulier I’expression génétique et résister

la sécheresse.

Dans le deuxieme groupe il y a un seul gene Mtr.10104.1.S1_at, ce gene catalyse une

transformation chimique.

Dans le troisieme groupe il y a 5 genes sont Mtr.10120.1.S1 at, Mtr.10067.1.S1 s_at,
Mtr.10042.1.S1_at, Mtr.10030.1.S1_at et Mtr.10029.1.S1_s_at, c’est génes ont des rdles dans
la régulation du métabolisme des ARN et réparation de I'ADN et les réponses immunitaires

pour résiste la sécheresse et croissance avec les transporteurs d’efflux.

Dans le troisieme groupe il y a 7 génes sont Mtr.1.1.S1 at, Mtr.10090.1.S1_at,
Mtr.10129.1.S1_at, = Mtr.10000.1.S1_at,  Mtr.10155.1.S1_at, = Mtr.10022.1.S1 _at et
Mtr.10132.1.S1 _at, ces génes ont des rdles dans la régulation de I’expression génétique et

liaison aux ions zinc, le développement, la réponse et adaptation au stress abiotique.

Selon leur fonction de ces groupes partagent le méme résultat par ce que ces genes responsables
de la régulation de I'expression génétique et la résistance de la sécheresse et la catalysation de
transformation chimique et de le traitement de I'ARN et les réponses immunitaires et liaison

aux ions zinc et la développement, la réponse et adaptation au stress abiotique.

Le niveau 5 (la distance 3) : il y a 2 groupes

Dans le premier groupe il y a 4 génes est : Mtr.10120.1.S1_at, Mtr.10067.1.S1 s_at,
Mtr.10042.1.S1_at et Mtr.10030.1.S1 at, c’est génes ont des roles dans les réponses

immunitaires et la résistance a la sécheresse et la croissance.

Dans le deuxiéme groupe il y a un seul gene est Mtr.10029.1.S1_s_at, ce gene ont de role dans

le transporteur d’efflux et exportation de cations internes et de matériaux lipophiles.

Selon leur fonction de ces groups ils partagent le méme résultat parce que ces génes sont
responsables des réponses immunitaires et la résistance a la sécheresse et la croissance avec les

transporteurs d’efflux.

Le niveau 6 (la distance 2.5) : il y a 2 groupes
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Dans le premier groupe il y a 3 genes est Mtr.1.1.S1 at, Mtr.10090.1.S1 at et
Mtr.10132.1.S1_at, c’est génes ont des roles dans la régulation de l'expression génétique avec

la tolérance aux ions métalliques et la croissance aprés avoir succombe au stress.

Dans le deuxiéme groupe, il y a 4 genes est Mtr.10129.1.S1 at, Mtr.10000.1.S1_at,
Mtr.10155.1.S1 at et Mtr.10022.1.S1_at, ce géne ont de r6le dans la réponse et adaptation au

stress abiotique et traitement de I'ARN avec liaison aux ions zinc

Selon leur fonction les génes de ces groupes partagent le méme résultat par ce que ces génes
est régulier I'expression génétique et la croissance apres avoir la réponse et adaptation au stress

abiotique.
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Conclusion et Perspective

Certaines études ont permis de décrire les comportements variés vis-a-vis des contraintes

abiotiques qui régnent dans I’environnement de la luzerne tronquée.

Le stress abiotique affecte le développement et le bon fonctionnement des plantes. Par ailleurs,
la plante doit disposer des mécanismes d’adaptation qui lui permettent de supporter la
sécheresse, la haute température et la salinité. Les principaux mécanismes de la tolérance a ces
contraintes demeurent la résultante de plusieurs actions : L’expression de différents génes et

autres...

L’objectif de ce travail consiste a analyser in silico des données de transcription et identification
des genes de tolérance aux stress hydrique provoquant des perturbations morphologiques,

biochimiques et physiologiques des genes de la M. truncatula

Dans le cadre de ce travail, nous avons examiné les genes de M. truncatula grace a diverses les

base des données et les banques des données comme MTGEA et GENBANK.

Gréce au profil d'expression dans les conditions Root drought «2 D,3D, 4D, 7D, 10D, 14D
» et Shoot drought «2 D, 3D, 4 D, 7 D, 10 D, 14 D », on a tracé un arbre phylogénétique par
le logiciel Rstudio constitué de 20 génes qui sont regroupé dans plusieurs clades et défini

également des différents roles de ces genes.
Par rapport la base de données en Access on a choisi des genes pour faire les table relationnelle.

D’aprés les résultats des différents paramétres étudiés, nous pouvons conclure que les génes de
M. truncatula interférent dans la résistance de la plantes a la sécheresse a travers des différentes

fonctions.

Comme perspective nous souhaitons pour les prochaines projets d'élargir notre travail par :

v L’identification de la fonction des genes peut étre déterminé a la combinaison de plusieurs
approches expérimentales qu’elles soient analyse in silico ou bien analyses in vivo et in

vitro.

v' Etudes physiologique et de la génomique fonctionnelle et faire d’autre programmes pour

obtenir les résultats différentes, afin d’avoir une idée plus claire sur son expression.

v Ces genes subits a des autres stress leur permettent de suivre le chemin d'une M. truncatula.
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Résumé :

L’objectif de ce travail est d’analyser in silico les données de transcription et 1’identification des
genes de tolérance aux stress hydrique de la Medicago truncatula. On a sélectionné un sous-ensemble des
expériences de la base de données choisi Mtgea dans lesquelles nous avons recherché ceux qui s’expriment
en conditions de stress hydrique. On a travaillé sur 200 génes dont 20 génes candidats seulement sont choisis
selon leurs piques de profil d'expression élevés (Root and Shoot drought). Ensuite, on les a triés du plus
élevé au plus bas a la recherche de relations entre eux afin de faire un arbre phylogénétique avec un logiciel
Rstudio. Les résultats obtenus montrent que les relations entre les geénes de I’arbre phylogénétique sont
multiples et ils sont regroupés entre eux par des clades, ces génes sont responsables de la résistance a la
sécheresse. Par rapport a la base des données en Access, on a créé des tables relationnelles de ces génes de

Medicago truncatula.

Mots clés : Medicago truncatula, stress hydrique, profil d’expression, base de données, table
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