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Résumeé

Analyse in silico des données de transcription et identification des genes
impliqués dans la réponse au stress abiotique (stress d'azote) chez le modele
biologique Medicago truncatula

L’objectif du présent travail est la recherche des génes impliqués dans la réponse au stress abiotique
fixation d'azote dans la racine du modele 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
génes différents aux huit différentes conditions. L'arbre phylogénétique tracé par le logiciel
statistique R classe les 20 génes en 2 clades; le premier clade dispos 4 genes et le deuxiéme clade
dispose 16 genes. Les résultats obtenus montrent que les génes impliqués dans cette réponse sont tres
diversifiés et appartiennent a plusieurs groupes comme les genes 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 génes 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.
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Introduction



Introduction

Les plantes dans leur milieu sont exposées a 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 1’amélioration végétale. De nombreuses approchesont été conduites
pour mieux comprendre les mécanismes impliques et identifier les caracteres qui peuvent étre
utilises comme critéres de sélection de la tolérance, la plus récente de ces approches est
'approche moléculaire couplée a ’utilisation de 1’outil informatique. De cette combinaison
interdisciplinaire est née la bioinformatique qui trouve son champ d’application dans 1’analyse
et I’interprétation des données biologiques, au moyen de méthodes informatiques en vue de la
minimisation du temps et du codt des projets de recherche.

Dans cet ordre d'idée, le présent travail a pour objectif recherché les génes impliqués dans la
réponse au stress azoté du modéle 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 syntheése bibliographique sur la thématique du
projet.

>Un deuxiéme chapitre pour la description du matériel et des différentes méthodes utilisées.
> Le troisiéme chapitre sera consacré au traitement des resultats obtenus et a leur discussion.

>Finalement, une conclusion avec le dégagement de quelques perspectives.
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|.1. Les Légumineuses

La famille des légumineuses, estimée a environ 20 000 espéces, se compose essentiellement
de 3 sous familles, a savoir les Mimosoideae, les Caesalpinioideae, et les
Papilionoideae(Doyle, 2003). Ce qui en fait la troisieme plus large famille des plantes
supérieures (Gepts, 2005) (figure.l).

Les legumineuses, largement définies par leur structure florale inhabituelle, leurs fruits et
leur capacité a former des nodules avec des Rhizobia, viennent en deuxieme place parmi les

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

Genus Representative Chromosome Genome size
number (1N) (1C; pg)
Caesalpinoideae{ Cassia Senna 28 (7) 1.76
=T {
I Acacia Gum arabic 26 (13) 147
Mimosoideae
Lupinus Lupins 26 (13) 0.90
Arachis Ground nut 40 (10) 1.74
- ©  Phaseolus Common bean 22 (11) 0.59
Papilionoideae e [ I % Vigna Mungbean 22 (11) 0.52
) g Glycine Soybean 40 (20) 1.10
L Q. Cajanus Pigeon pea 22 (11) 0.86
L & Melilotus Sweet clover 16 (8) 1.10
L [ g Trifolium Clover 32 (8) 0.96
~ & Medicago Barrel medic 16 (8) 0.47
[ | % Pisum Garden pea 14 (7) 434
s Vicia Broad bean 12 (6) 13.06
® Sesbania Black locust 20 (10) 0.64
- | § Lotus Lotus faponicus 12 (6) 047
Current Opinion in Plant Biology

Figure 1 : Phylogénie des légumineuses.

Les trois grandes sous-familles des légumineuses sont représentées (les Mimosoidées, les
Caesalpinoidéeset les Papilionoidées), et des estimations du nombre de chromosomes et de la
taille du génome sont mentionnées. (Young et al., 2003).

|.1.1.Importance et réle des légumineuses

L’importance des légumineuses découle principalement de leur pouvoir a établir une
association symbiotique fixatrice de 1’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

Iégumineuses a intéréts agronomiques a environ 40 a 60 millions de tonnes métriques (Mt)
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chaque année, avec 3 a 5 millions de tonnes supplémentaires fixees par des légumineuses dans
des écosystemes naturels (Smil, 1999).

Au cours de la premiére phase de la croissance, les légumineuses doivent cependant
s'appuyer principalement sur I'absorption de N du sol similaire aux especes non légumineuses,
avant de pouvoir initier la nodulation et de développer des nodules efficaces infectés par les
Rhizobiums. En outre, les légumineuses a 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).

|.1.2. Medicagotruncatulaen tant que plante modéle
Le terme Medicagovient du mot latin "Medica" (herbes de médic), il fut modifié par
Dalechamps en 1587, et devient Medicago. Le nom américain donné a la luzerne "alfalfa"
proviendrait de 1'Arabe ‘daiadll * aw yll ¢,
La luzerne tronquée (Medicago truncatula) est une espece végétale herbacée des régions
méditerranéennes. Elle appartient a la famille botanique des Fabacées, plus couramment
nommees Légumineuses ou Papilionacées. (Doyle and Luckow, 2003).

Chaque plante peut produire jusqu’a 500 a 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 a 12 graines avec une durée de vie

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

Medicagotruncatula appartient a 1’ordre des Fables et a la famille des Fabaceae (ex
legumineuses), qui comprend plus de 14 000 espéces 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 Galégoides d’origine
tempérée de I’hémisphére nord comme les pois et la luzerne (Doyle et al, 2003).

D’ou la classification de Medicago truncatula :

Régne :Plantae

Division :Magnoliophyta
Classe :Magnoliopsida
Ordre :Fabales

Famille :Fabaceae

Sous-famille :Papilionoideae

Tribu:Trifolieae
Genre:Medicago
Espéce: Medicagotruncatula
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1.1.2.2. Origine et distribution géographique
La présence de M. truncatula sur tout le pourtour méditerranéen (Figure 3) représente une
source de biodiversité, a travers la présence de plusieurs variétés qui montrent des
adaptationsdifférentes aux facteurs climatiques et biotiques de leur milieu. Cette caractéristique

est doncimportante pour 1’étude de la génétique et de la génomique.

Figure 3 : Répartition géographique du genre Medicago.

Les régions encerclées correspondent aux régions d’origine de 1’espéce pérenne M.sativa (en
rouge) et I’espéce annuelle M. truncatula(en vert). Les fléches indiquent I’expansion vers de
nouvelles régions. (Delalande et al., 2007).

1.1.2.3. Caractéristiques et intéréts génétiques et génomiques

Elle est diploide (2n=16), autogame et annuelle. Elle possede 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, 1’efficacité de nodulation et de fixation de 1’azote. 1l 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
séquencage en cours de son génome, des cartes génetiques, 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 1’analyse de nombreux processus biologiques et
physiologiques relatifs tant au développement de la plante (Julier et al., 2007 ; Pierre et al.,

2008) qu’a I’analyse des interactions biotiques ou abiotiques (pour revue : Rose, 2008).

5
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Ces constats ont amené la communauté scientifique internationale qui travaille sur les
Légumineuses a proposer Medicagotruncatula comme plante modele, non seulement pour
I’étude des effets des stress abiotiques et des symbioses, mais aussi pour l’analyse des
interactions Légumineuses-parasites (Cook, 1999 ; Young et al., 2003).

1.1.2.4. Intéréts agronomiques

Venant a ’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’intérét agronomique pour la production fourragere et la diminution de I’épandage
d’engraisazotés en zone seéche s’aveére donc trés important. Bien qu’elle soit annuelle, M.
truncatulapourrait étre assimilée a une espéce pérenne, grace a sa capacité a se ressemer
naturellement d’une année a ’autre, ce qui aboutit a la diminution du phénomeéne d’érosion des
sols tres présent dans le bassin méditerranéen.La plupart des variétés commerciales de M.

truncatula sont essentiellement cultivées en rotation avec des céréales.

1.1.2.5. La biologie de Medicago truncatula
M. truncatulaa déja fait I'objet de nombreux travaux de biologie moléculaire, qui ont permiset
d'étudier plusieurs dizaines de geénes impliqués dans l'interaction symbiotique avec

Sinorhizobiumou dans la symbiose endomycorhizienne.

l.2. Lestress

Les plantes sont souvent soumises & 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.

1.2.1. 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 dégats chez 1’étre vivant. (Hopkins, 2003).
Si la contrainte est suffisamment sévére, 1’effet sur 1’organisme vivant peut étre permanant
dommage ou mort. Aussi comme pour les corps physiques, les organismes vivants présentent
une particularité vis-a-vis de chaque stress (Levitt, 1980).

1.2.2. Le stress biotiques et le stress abiotique
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Selon I’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 I’environnement physique de 1’étre vivant comme la
température, I'humidité, I'intensité lumineuse, I'approvisionnement en eau ou en
nutriments(Schulze et al, 2005).

1.2.3. Le stress d'azote

La capacité a pouvoir fixer I'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 matiere azotée de cette plante. Enfin, et
de maniére plus récente, elle est utilisée pour la production de molécules d'intérét

pharmacologique lui conférant un attrait industriel non négligeable.
|.3.1a symbiose fixatrice d’azote

1.3.1 La symbiose légumineuse-Rhizobium

L’importance des 1égumineuses est largement attribuée a leur capacité a établir au niveau
deleurs racines une symbiose fixatrice de 1’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.

1.3.2 Les partenaires symbiotiques
a. Les légumineuses

Les Légumineuses possedent 1’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
I’interaction symbiotique la plus efficace en termes de fixation azotée, (Ferguson et al.,
2010).Sur un plan scientifique, la Légumineuse modele Medicagotruncatula, est 1’une des plus
utilisé.

b. Les rhizobia

Le terme Rhizobium vient du grec Rhiza=racine et bios=vie et provient de la premiére
appellation au XIXéme siecle du premier genre bactérien vivant dans le sol et pouvant nodules
les [égumineuses.

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

sporulant, et ils apparaissent en forme de batonnets et sont mobiles. Ce sont des

7
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microorganismes aérobies de petite taille dont la température de croissance optimale est de
28°C et le pH optimal estde 6 a 7.
1.3.3. 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) I’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 1’azote atmosphérique.

1.3.3.1. Dialogue moléculaire entre les deux partenaires

L’¢établissement de la symbiose Rhizobium/légumineuse (SRL) est possible grace a un
dialogue moléculaire complexe entre la plante hote et la bactérie (Gough et Cullimore, 2011;
Oldroyd, 2013).

En condition de carence azotée, les racines des légumineuses secretent un cocktail de
composés phénoliques, les flavonoides, qui va étre reconnu par certaines espéeces de
Rhizobia(Redmond et al., 1986).

La reconnaissance des flavonoides a deux effets sur les bactéries : un effet d'attraction en
direction de la plante et I’activation de I'expression des génes nod (nodulation). L'expression de
ces genes 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).

1.3.3.2. Infection et développement de la nodosité

Les facteurs Nod sont pergus par la plante jusqu’a de trés faibles concentrations(10-4 nM)
grace a 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 ’invasionbactérienne et le développement des divisions cellulaires, ce qui

aboutit a la formation duprimordiaux nodulaire.



Chapitre | : Revue bibliographique

1.3.3.3. Le fonctionnement de la nodosité

Un des changements clefs de la différenciation des bactéries en bactéroides est 1’induction
des genes codant les différentes sous-unités de la nitrogénase (figure 4), I’enzyme responsable
de la fixation de 1’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 1’activité nitrogénase est assurée par
la plante qui fournit aux bactéroides des composes carboneés issus de la photosynthese (Zirilli
et al., 1988).

En contrepartie, I’ammoniaque produit par le bactéroides est assimilé dans le cytoplasme de

la cellule végétale.
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Figure 4 : Structure du complexe enzymatique de la nitrogénase.
1.3.3.4. La sénescence du processus symbiotique

La fixation de 1’azote est optimale pendant les premiéres semaines post-infection. Audela de
cette période, I’efficacité de fixation diminue et conduit a 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 étre divisé en deux étapes.

Une premiére étape, au cours de laquelle les bactéroides 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 deuxiéme étape correspond a la dégradation des cellules végétales hotes (Vasse et al.,
1990; Van de Velde et al., 2006).

Le phénoméne de dégradation cellulaire, s’accompagne de la mise en place d’une forte
activité protéolytique via I’activation de génes 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 I’expression des génes codants pour les leghémoglobines, ainsi que la
diminution de la teneur en Lb, sont corrélées a 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 lumiere, soit en provoquant un stress nitrate en

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

1- Dialogue moléculaire 2- Infection | 3- Fixation de I'azote

R —
Nitrogenase

Flavonoides Facteurs [ o o

NOD e i) X

4- Sénescence

Légende
Lrhent -Mort des bactéroides
S. meliloti et des cellules
Cordon d’infection O végetales
B -Arrét de |a fixation
Primordium nodulaire -
d'azote

Figure 5 : Représentation schématique des principales étapes de la symbiose Rhizobium-
l[égumineuses.

1.3.4. Le cycle d’azote

Il se compose principalement de trois processus de base (figure 6) :
(a).La fixation de I’azote moléculaire N2

Correspond a la conversion de 1’azote atmosphérique en azote utilisable par les plantes et les

animaux.

10
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L’ammonium (NH4+) se transforme en ammoniac (NH3) gazeux, dans les sols ou le pH est
élevé

(b) La nitrification :

correspond a la transformation des produits de la fixation (NH3 et NH4+) par I’action des
bactéries (Costa et al., 2006) nitrosantes (Nitrosomonas, Nitrosococcus) ennitrites (NO2-) les
nitrites sont transformes en nitrates (NO3-) par 1’action de bactéries nitrifiants (Nitrobacter,
Nitrococcus).

(c) La dénitrification :

Il s’agit d’une réaction de réduction des nitrates (NO3-), par I’intermédiaire de bactéries
anaérobies (Pseudomonas) qui transforme la matiere organique, en une forme gazeuse N2 qui

retourne dans I’atmosphére et ainsi le cycle recommence.

- Atmosphére
Azote atmosphérique

(N2)

y

Carnivores |<—| Herbivores I

v
Légumineuses/Rhizobia

Nitrates Bactéries
(NO3-) dénitrifiantes

Décomposeurs
(Bactéries et Champignons)

Bactéries fixatrices d’azote Ammonium Bactéries Nitrites
dans le sol (NH4+) nitrifiantes (NO2-)

Rhizosphére

Figure 6 : Schéma du cycle de 1’azote terrestre.

|.4. La Bio-informatique

1.4.1. Définition de la Bio-informatique
La bio-informatique correspond a I’utilisation de 1’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 a I’interface de la biologie et de I’informatique (Jongennel, 2000).
Elle est constituée par I’ensemble des concepts et des techniques nécessaires a
I’interprétation de 1’information génétique et structurale donc c’est le décryptage de la ‘bio-

information’ et donc en anglais ‘Computationnel biologie(Claverie, 2013).

11
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Production des

/ données \

Stockage des

Analyses des
données données

Figure 7 : Schématisation de 1I’approche in silico de la biologie (Bonsai, 2014).

1.4.2 Les bases et les banques de données

Les techniques récentes de biologie moléculaire générent une quantité massive de

données qui ne se sont pas gérables par les techniques de publication traditionnelle
(Chiapello et al, 2000).

v
v

Pour cela, Il existe deux types de structure de stockage :
Celles qui offrent des informations plutét hétérogenes.

Celles qui correspondent a des données plus homogeénes d'especes précises.

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

données', mais cette distinction n'est pas trés connue par les non-biologistes (Boukadida
et al, 2004).

7
A X4

Les banques de données ou banques généralistes : Ensemble de données relatives a un
domaine d’étude et organisées pour étre offertes a 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 a un domaine d’étude spécifique.
Elles ont pour but de recenser des familles de séquences ayant des caractéristiques
biologiques communes comme les genes identiques issus d'especes différentes. Elles
peuvent aussi regrouper des classes spécifiques de séquences comme les vecteurs de

clonage ou la séquence complete d'un méme génome (Gardaring, 2003).

12
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1.4.3. Les domaines de la Bioinformatique

1.4.3.1. Phylogénie
La phylogénie c’est I’étude des relations de parentés entre différents étres vivants en
vue de comprendre I’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 grace aux logiciels et les outils
informatiques(Chollier, 2006).
1.4.3.2. Génomique structurale et fonctionnelle
La génomique est une branche de la biologie qui porte sur 1’étude des génomes, qui
constituent le support moléculaire des caracteres héréditaires des étres vivants. Grace a la
bioinformatique et au séquengage, 1’analyse en génomique est pass¢ d’un gene au génome
complet (Caboche, 2006).

L’annotation puis I’intégration de ces données vise a donner un sens a I’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 géne candidat.

1.4.3.3. Biotechnologie
Les évolutions des biotechnologies dans les domaines de 1’environnement, de la santé, de la
recherche et de I’industrie ont besoin de diagnostics précis, d’analyses fiables et de productions
innovantes, conduites avec un souci d’assurance qualité et de sécurité biologique a I’aide de la
bio-informatique et ces applications et ces logiciels.
1.4.3.4. Analyse de la transcription
La transcription des genes est précisément régulée, chaque gene est exprimé a un
niveau spécifique en fonction du type cellulaire, du tissu, du temps, des conditions intra-
et extracellulaires. Le transcriptome est défini comme I'ensemble de toutes les molécules
d'ARN transcrites a partir d'un génome il est utilisé pour comprendre les mécanismes de

régulation transcription elle, ainsi que pour certaines applications médicales.

1.4.4. Medicago truncatula et bio-informatique
A ’heure actuelle, de nombreux outils bioinformatiques sont disponibles chez M. truncatula.
Ils concernent les prédictions et annotations de genes, 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

Geénes (prédictions et annotations)

MTGD: The Medicago truncatula Genome Database

(http://www.MedicagoGenome.org)

EST

TIGR
:ThelnstituteforGenomicResearch(http://www.jcvi.org)

Alignements nucléotidique

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

EST, ORF, cartes Génétiques

LIS : Legume Information System

(https://legumeinfo.org/)
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1.1 Materiel
Le matériel d’étude sur lequel nous avons travaillé est constitu¢ d’une collection de données

d’expression de génes issues de puces de type Affymetrix disposée online sur la base de
données MtGEA.

L’utilisation de puces a oligonucléotides de type Affymetrix permet de quantifier en théorie
I’abondance absolue de chaque ARNmM transcrit. Le principe de fabrication de ces puces est la
synthese in situ de centaines de milliers de séquences distinctes d'oligonucléotides sur une
matrice de verre, fixées par photolithographie et chimie combinatoire. Les ARNmM de
I’échantillon & analyser sont amplifiés, fragmentés et marqués par un systeme de couplage
biotines-treptavidine pour I’hybridation sur la puce. Chaque géne est représenté sur la puce par
une quinzaine de sondes constituées d’oligonucléotides courts de 20-25 bases couvrant
différentes portions spécifiques du géne. Chaque ensemble d’oligonucléotides est appelé
ProbSet auquel un identifiant est associé (ProbSet ID).

Une estimation directe du niveau d’expression de chaque géne est obtenue en calculant le
signal moyen sur 1’ensemble des sondes représentant le gene.

11.2 Méthodes

La méthodologie de travail débute par la recherche de ProbSet ID et la collecte des données
d’expression des genes relative a la symbiose et la sénescence.

Ensuite, la collecte et le classement des données d’expression de ces génes dans 8 conditions
différentes. Et se termine per une analyse statistique par R.

11.2.1 Recherche du Batch Download by Experiment dans la base de données
MtGEA

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

Samuel Roberts Noble Foundation et I'université d’Oklahoma. Les données sont rassemblées
et mise a jour de fagon continuelle par I’institut "J. Craig Venter.

Le serveur Web Medicagotruncatula Gene Expression Atlas (MtGEA) est une plate-forme
centralisée pour I’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 genes, y compris les
différents types d’annotations et des liens vers la séquence de génome, qui aident les utilisateurs

a formuler des hypothéses sur la fonction des génes.
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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).

= Gene Annotatiol

° Gene 1D
© Gene Description
= GO Annotation The Medicago truncatula Gene Expression Atlas (MIGEA) Web Server
o Protein Domain
o KEGG Annotation The Medicago truncatuia Gene Expression Atlas (MGEA) Web Server was developed to maximize the use of publicly-available Affymetrix GeneChip data and aid efforts to “interpret” the Medicago
° WM genome through functional genomics. This web server aims to archive all publically-available M. truncatula gene expression data derived from the use of the Affymetrix GeneChip
amily
o Membrane Transporter
Eamily The web service provided here allows the userto identify and analyze the expression of one or more genes of interest, using the Affymetrix Medicago probe-set identification number, gene sequence,
« Sequence Alignment gene annotation information (such as gene ID, keyward in description, GO term, KEGG bincade or protein domain name) as starting point. The web server also seamlessly inter-connects with our
(BLAST) genome browser, which allows the user to 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
- Genomics Features (Genome . N ! i "
Tarem expression profiles in MIGEA. The user may further study gene expression profiles based on co-expression analysis and differential expression analysis. The user may also directly download the
S whale dataset organized by experiment Data output can be Selected by the user and is provided in a tabular farm compatible with common analytical and visualization software

« Co-expression Analysis

« Differential Expression o In this new version of MIGEA V3, in addition to the arignial MIGEA project data (60 chips from 20 experiments), we have included a large amount of publically available data based the Medicago

GeneChip. Details of these data can be found on our Microarray Sample Selection page, whereas the citations to these data can be found on our references page. Our Microarray Sample

Analysis

= My Analysis History Selection utility allows you to select a flexible supset of the gene expression data in your search and analysis session

Gene Regulatory Network:
« Legume Comparative GRN o Please note that gene expression data in this new version have been renarmalized. Thus, the MiGEA data downloaded from this version will have differentvalues than the initial version (all
Lot readings are linearly scaled, though). If you prefer using the MtGEA data from the initial version, please click here
hole Dataset:

=) W\z This service is under development to extend the range of data and processing options, and we welcome suggestions for additional services that could be provided to improve data mining and

—xpenment knowledge generation.

between probeset ID and
IMGAG gene IDs MEw
= MIGEA Version 1 Data (Qld)
= MtGEA Version 2 Data (0ld)
More Information: Funding Support and Contact

= Probeset ID Naming Rules The Medicago truncatula Gene Expression Atlas project was supported by the National Research Initiative (NRI) Plant Genome Program of the USDA Cooperative State Research, Education and
= References .
Extension Senvice (CSREES).

Figure 9 : I'option Batch Download by Experimentsur le moteur de rechercheMtGEA.
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o Transcription Factor

= Selection: [Hyptl_F83_10C_35C_day1_1 [ Mean (Hyptl_F83_10C_35C_day1)

o Membrane Transporter
Eamily
« Sequence Alignment
(BLAST)
« Genomics Features (Genome
Browser)

Hypocotyl F83 10C 35C-day2: Organ: stem. Treatment Type: physical treatments. Treatment: F8310 P1
Selection: [Hyptl_F83_10C_35C_day2_1 [J Mean (Hyptl_F83_10C_35C_day2)

N Hypocotyl A17 10C 50C-day1: Organ: stem. Treatment Type: physical treatments. Treatment: A17 10 P2

Figure 10: Interface du Batch Download by Experiment.
11.2.2. Collecte des données d’expression des génes sur la page d'accueil Batch
Download by Experiment
Par I’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 phénomeéne 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 aprés I'inoculation rhizobienne

(grumeaux)

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

sauvage traitées avec des sSMyco-LCO Symbiose)

Root-Myc 3wek Traitement biologique : interaction plante micro-organisme

infection nodulation

Nodule 20 Day Traitement chimique: plante &gé de 20 jours
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Tableau 3 : Les données des genes relatives aux 08 conditions.

Frobesst RT_Myc_Swks_infection (Root
RT_WI_sMyc LCOs_&n (Root WI sMyc-LCOs 6h)
Sinorhizobium) Module 20d (Nodule (20d))
Mtr.1.1.51 _at  25.7997 73.6634 £8.8242 131.567
Mtr.1.1.51_s_at 125.486 629.244 617.26 700.63
Mtr.10.1.51_at 30.678% 10.3547 £.6724 9.7667%
Mtr.100.1.51_at 9.63836 11.0095 10.821% 8.976%6
Mtr.1000.1.51_at 15.5059 14.5822 14.5543
Mtr.10000.1.51_at 67.1122 341.988 397.59
Mtr.10001.1.51 at 1570.61 182.211 100.241
Mtr.10001.1.51_s_at 38.4944 517.394 405.706
Mtr.10002.1.51_at 102.791 24.9683 18.5877
Mtr.10003.1.51 at 572.05 6.09666 5.24435
Mtr.10004.1.51 at 41.9729 9.92188 B5.34574
Mtr.10005.1.51_at 15.5544 122.461 296.636
Mtr.10006.1.51_at 86.8717 55.7217 41.9863
Mtr.10007.1.51_at 46.1087 300.506 130.467
Mtr.10008.1.51_at 22.456 26.1703 29.6854
Mtr.10009.1.51_at 509.807 3069.69 §70.51
Mtr.1001.1.51_at 15.1641 7.11582 6.48684
Mtr.10010.1.51_at 377.704 217.982 246.177
Mtr.10011.1.51_at 22.6541 7.34584 6.62672
Mtr.10012.1.51_at 16.9233 6.93228 6.9406
Mtr.10013.1.51_at 61.5426 1579.33 2551.39
Mtr.10014.1.51_at 36.2216 2.68847 5.71266
Mtr.10015.1.51_at 334.359 37.958 41.5193
Mtr.10016.1.51_at 42.1076 462.82 332.736
Mtr.10017.1.51 ac 15.1382 22.4816 20.0242
Mtr.10018.1.51 ac 48.2144 418.81 159.076
Mtr.10019.1.51 ac 103z.54 100.107 199.505
Mtr.1002.1.51_at 24.2773 £.08857 7.71566
Mtr.10020.1.51_ac 124.437 33.8964 34.4276
Mtr.10021.1.51 ac 12.9038 15.0332 9.46152
Mtr.10022.1.51_at 741.187 197.053 198.027
Mtr.10023.1.51_at 316.611 133.932 635.018
Mtr.10024.1.51_at 11.4302 8.78698 7.46299
Mtr.10025.1.51_at 16.8251 28.8297 31.8249
Mtr.10026.1.51_at 114.799 35.2195 39.7007
Mtr.10026.1.51_s_at 746.243 221.647 168.423
Mtr.10027.1.51_at 10.856 10.6781 10.6237
10028.1.51_at 1187.38 131.801 140.371

Mcr.

34.4871
488.269
11.4506
11.517

16.8103
428.954
67.6953
319.143
19.4479
2230.37
9.42182
158&8.489
38.%101
82.503

31.0054 35

321.331
6.4408
218.688
6.9997
6.22883
1742.04
7.46403
40.8783
262.116
22.2087
248.1
95.882
9.97764
31.0883
2.2226
17e.708
1le0.227
7.40085
15.1478
62.8167
243.271
11.6923
133.375

Myc 3wk infection) x
RT_WI_sMyc LCOs_24h (Root WI sMyc-LCOs 24n)

37.4525
490,862
12.3576
15.5738
1z2.9718
397.295
115.8953
365.378%
31.8694
7.36812
12.6072
260.897
23.8087
451.072
.9843
2138.27
6.76472
136.808
7.16324
6.22441
5788.4

7.29284
37.609

447.435
25.8098
30.6891
417.796
7.97121
lg.4113
9.9276

110.57

29B.546
9.85588
12.4713

38.0833 39

233.055
13.5741
166.104

RT_JS_10mM_KNO3

17.4174
676.58
8.98382
15.595
12.7478
360.5
11z2.702
358.552
29.595
6.0738
10.5338
280.502
23.2218
349.312
35.148
2624.14
7.26768
126.23
7.16174
6.91752
5510.23
6.93483
32.0618
400.237
19.5421
32.2646
262.821
2.54489
25.8l116
9.38449
115.504
300.311
10.7307
14.3203
.4834
293.343
13.0671
150.804

30.295

680.327
£.34145
T7.92467
12.812%
368.914
T76.2168
228.518
41.6794
6.2%684
8.80777
152.324
14.7955
301.277
36.7983
29939.38
6.56271
51.8919
T7.97928
5.93556
1434.52
£.34491
36.6073
303.702

23.8778 25

244.898
388.537
T7.7264

21.%1z¢
12.8562
198.628
549.068
11.3958
11.0242
38.0219
249.422
10.4177
154.598

(RooT J5 10mM KNO3)

11.6371
327.562
144.178
691.542
30.593

3163.28
8.6B522
120.951
23.2049
134.282
29.5326
143.253
6.13469
113.877
7.23203
5.66453
1784.22
8.36852
47.0415
325.283
.5874
288.023
85.5258
£.17116
25.3871
10.7764
307.708
1l08.666
6.53478
17.23%16
75.1755
2687.241
9.42279
105.199

Nod_4dpi (Nod 4dpi) Nod_l4dpi (Mod 1l4dpi}
Root_Al7_5d_seedling ldpi_Sinorhizobium (Root ALl7 54 s

sedling - ldpi

migea.noble.o

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

ensuite triées du plus grand au plus petit.

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

Accueil | Insertion  Miseenpage  Formules  Données  Révision  Affichage @ =& =
& . A = =] e L= . =] 7 |5=Insérer - -
B . arial 1 AW ==|® m- 5 %tandard — ij}' ﬁjﬁ L—:ﬂ P supprcer | - ‘i? ﬁ
g | sa-|m- | W o0 | Ml M B e - i et e
Presse-papiers i Folice . Alignement . Mombre . Cellules Edition
K26 - I 4
A B C D E F G H | =
1 Probeset RT_J5_10nRoot_yai_hap2_5d_MNod_4dpi (N Nod_14dpi (Nod 14dpi) RT_WT_sMyc_LCOs_8IRT_WT_sMyc_LCOs_24h RT_Myc_3wks_infection (RaNodule_20d (Nodule (20d)) | |
2 Mir2238.1.S1_s at  25300.1 222496 21195.7 17685.7 277811 280241 6465.86 20014.6
3 Mir.39601.1.51_s at 23867.5 20073.2 19344.4 13374.2 16951.6 22240.4 19474.5 11437.5
4 Mir27459.1.51_s_at 20909.1 19480.2 16706.9 16883.4 202481 204249 13390 18206.4
5 Mir84451.81 s at 20501 223143 21055.3 15204.1 222024 23559 .4 9153.48 151796
6 Mir42967 131 at 19651 26040 6 4103.31 1798.47 188765 175669 483918 1908 52
7 Mir362551.81_s at 194588 16156.2 133354 12210.1 133498 172542 4710.75 12922
8 Mir.40144.1.51_at 19248.7 16438.8 11877.8 11981.9 14632.4 16159.9 14999.4 10882.6
9 Mir24829.1.51_at 18531.7 203128 10601.8 8833.03 17876.3 17511 10295.4 7619.22
10 Mtr42926.1.51_s_at 18291.2 13417.9 11989.2 139125 18876.5 17566.9 9954 22 10397 .4
11 Mtr.10392.1.81_at 18184.1 16057.6 14600.5 12631.9 11787.8 18424.8 331715 13676.9
12 Mir.5687.1.51_s_at  17992.6 14537.8 13871.7 9844.93 16710.5 15937 1972.36 77183
13 Mir.49523.1.51_at 17841.7 17013.8 14976.9 13060.4 15254.8 15027 4 1792.82 144111 S
14 Mir.10361.1.81_at 17567.3 16057.8 104326 3289.6 12974.2 145411 9057.84 245971
15 Mir.8505.1.81_at 17528 19360 127251 11416.2 7882.51 119122 6904.8 11933.2
16 Mir.12276.1.51_at 17436.7 151471 180216 12009.3 13369.7 140732 7807.88 10043.2
17 Mir.34487.1.81 s _at 171913 15992.1 17566.5 12514.4 142354 15176.1 4390.07 11699.4
18 Mtr.10297.1.81_at 17090.8 19526 170506 14790.7 16025.3 15187.8 6228.83 14938.4
19 Mtr23143.1.51_at 17051 14711.9 11236.2 7900.1 101815 125496 170.088 6429.72
20 Mir.12333.1.51_a_at 16809.8 16834.5 14273.5 8608.92 14885.7 14720.9 a872.97 11862.2
21 Mtr.40065.1.51_at 16585.7 13596.3 139638 11600.3 11728.2 11769.3 411512 9849.56
22
23
24
25 |
26 s
44 ¥ Feuill Feui? Feuld -~ ¥J KN i ] »
Prét | |[E@E@ 100% (=) [}

Enfin, Pour I’étude statistique, on a classé les données obtenues dans 1 Excel et on a pris les

20 premiers.
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11.3 Etude statistique par R

R est un systeme d'analyse statistique et graphique crée parRoss lhaka et Robert
Gentleman.C’est a 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 fenétre propre et peuvent étre
exportes sous divers formats. Les résultats des analyses statistiques sont affichés a I'écran,
certains résultats partiels peuvent étre sauvés a part, exporteés dans un fichier ou utilises dans
des analyses ultérieures.
-L’utilisation de R présente plusieurs avantages :

e (C’est un logiciel multiplateforme, qui fonctionne aussi bien sur des systémes Linux,

Mac OS X ou Windows.
e (C’est un logiciel libre, développé par ses utilisateurs et modifiable, gratuit.
e Restde plus utilisé dans tous les secteurs scientifiques, y compris dans le domaine des

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

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

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

e Le quadrant inférieur gauche correspond a ce que 1’on appelle la console.

e Le quadrant supérieur droit permet de connaitre la liste des objets en mémoire
ouenvironnement de travail, ainsi que I’historique des commandes saisies dans la
console.

e Le quadrant inférieur droit afficher la liste des fichiers du répertoire de travail, les
graphiques réalisés et la liste des extensions disponibles, 1’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, a I’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 a minimiser I’inertie intra-classe et a maximiser ’inertie interclasse afin

d’obtenir des classes les plus homogenes possibles.
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RStudic

File Edit Code View Plots Session Build Debug Profile Tools Help

© - Oy s

Memoire_finale_1

Probeset

W W =

Console  Terminal I

SURPTTYIL ey £VEU NS R FUGIMAL U Twl Sea
platform: x86_64-w64-mingw32/x64 (64-bit)

~ Addins ~

Environment  History  Connections  Tutorial

r # import Dataset * | & ust ~
Nod_4dpi Nod_14dpi Global Environment =
RT_J5_10mM_KNO3_1 Root_ya1_hap2_5d_seedling_1dpi_Sinorhizobium_1 (Nod (Nod
4dpi) 14dpi)
25300.1 2249.6 11 176 Environment is empty
238 200732 133
20 19480. 168
223143 152
260406 17
16156.2 122
16438.8 119
203128 8
341 LECR
L4

Files Plots Packages Help Viewer

< Export -

Lrstivar wunpuL iy

R is free software and comes with ABSOLUTELY NO WARRANTY.
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 'g(’ to quit R.

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 a droite et la place dans 1’objet
indiqué a gauche.

Set data Le répertoire des documents.

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

Read The Data

Lire le document/fichier.

Nuage des Représentations graphiques, notamment grace a des extensions dédiées.

points /plot Pour I’heure contentons-nous d’un premier essai a I’aide de la fonction générique,
afficher le dendrogramme obtenus.

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

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

Scale La fonction est centree.

~ Le symbole correspond au répertoire utilisateur systeme, dont I’emplacement dépend
du systéme 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 donnees de I'expression des genes sur le logiciel

-
LR + = * Addins * ¥ Project: (None) =~
Memaire finale_1 =
Filter
* Nod_4dpi Nod_14dpi RT_WT sMyc LCOs 6h RT_WT _sMyc_LCOs 24h RT_Myc_3wks infection Nodule_20d
Probeset RT_J5_10mM_KNO3_1 Root_ya1_hap2_5d_seedling_1dpi_Sinorhizobium_1 (Nod (Nod (Root WT sMyc-LCOs (Root WT sMyc-LCOs (Root Myc 3wk (Nodule
4dpi) 14dpi) 6h) 24n) infection) 20d))

1 Mir22381.51 s at 253001 22249.6 21195.70 17685.70 27781.10 28024.1 E465.860 2001480

2 Mir39601.1.51 5 at 238673 20073.2 1834440 1337420 16851.60 222404 19474.500 11437.30

3 Mir27435.1.51 st 20903.1 194802 16706.90 1688340 20248.10 204249 13390.000 1820640

4 Mir8445151 5 at 205010 223143 21055.30 15204.10 2220240 233584 9153480 15179.60

5 Mir42967.1.51 at 19651.0 26040.6 410331 179847 18876.50 17566.9 483918 1908.52

6 Mir36235.1.51 s at 19458.8 161562 1333540 1221010 13348.80 172542 4710730 12922.00

7 Mir40144.1.51 at 19248.7 16438.8 11877.80 11981.90 1483240 161539 14898.400 10882.60

8 Mir24828.1.51 at 183317 203128 10601.80 8833.03 17876.30 175110 10295400 7619.22

9 Mir42926.1.51 5 at 182912 134178 11989.20 13912.30 18676.30 175668 9854220 1039740
10 Mir.1035921.51_at 181841 16057.6 14600.50 12631.80 11787.80 184248 3317130 13676.80
11 Mir.5687.1.51 5 at 179826 143378 13871.70 954493 16710.30 158370 1972360 771830
12 Mir49523.1.51 at 178417 17013.8 14976.90 1306040 15254.80 150274 1792.620 1441110
13 Mir.10361.1.51_at 173673 16057.6 10432.60 3289.60 12974.20 143411 9057.840 245871
14 Mir.8505.1.51 at 17528.0 19360.0 12725.10 11416.20 788251 118122 £%04.500 11933.20
15 Mir.12276.1.51 at 174367 151474 18021.60 12009.30 13369.70 140732 7807.880 10043.20

16 Mir.34457.1.51 5 at 171813 158921 17266.50 1221440 1423240 151761 4380070 1169940

17 Mir.10257.1.51_at 170308 195260 17050.60 14790.70 16025.30 151878 6228.830 1433840

18 Mir.23143.1.51 8t 170510 147118 11236.20 7900.10 10181.30 125486 170,068 £429.72

19 Mtr.12333.1.51 5 at 16809.8 188345 1427350 8608.92 14885.70 147208 5872.970 11862.20
20 Mir40065.1.51 at 16585.7 135963 13963.80 11600.30 11728.20 117683 4115120 984338 -

Showing 1 to 20 of 20 entries, 9 total columns
Console 0
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I11. Résultats et discussion

I11.1.Résultats
Aprés ’analyse statistique menée sur la totalité des données relatives aux 08 conditions pour la
symbiose et senescence, I'application noua a permis de repartir les 20 génes utilisées pour

I’étude en plusieurs clades, 1’obtention des résultats sous forme de phylogramme.

@ -/oR = - Go to file/function - Addins ~
Environment  History ~ Connections  Tutorial

Files Plots Packages Help Viewer

A zoom | = export - | O

‘% Publish =

—— {14 WEEs0SISIa
L {43 mrtrioseris1ar

111 Mtr.5687.1.51_s_at
4|7—|:t10 Mtr.10392.1.51_at

11 Mt 1.51_s_at
120 Mtr.40065.1.51_at
L {19 Mtr12333.1.51 a at

4 MireMslslsat
L 3 mtr27ass.isisat

19 Mir42926.1.51 s at
L g mr2as29a51 at

116 Mtr.34487.1.51 s at
|_|:t15 Mtr.12276.1.51_at
I—HZ Mtr.49523.1.51_at

{7 mtrapraa1s: at
I —
6 mtr.3s255.1.51 5 at

{2 Mtr.39601.1.51_s_at

118 Mtr.23143.1.51_at
Eﬁ 7 Mtr.10297.1.51 at
15 Mtr.42967.1.51 at

Cluster Dendrogram

T T T T I T T T T !
10 9 8 7 6 5 a 3 2 1 0

Height
Figure 12 : Cluster ING de la totalité des génes sur logiciel R.
Selon un pourcentage de dissimilarité inférieur ou égale a 9,5, le phylogramme est divisé en 2
clades, chaque clade regroupe un nombre de genes (Tableau).

Tableau 7: le nombre de genes dans chaque clade.

Clades Nombres de géne
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 ¢ clade

114 MrEsosisiat
L {13 Mir1036L151 at

t11 Mtr.5687.1.51_s_at
4|——|:I10 Mtr.10392.1.51_at

1 Mtr2238.151 s at

120 Mtr.40065.1.51 at
L {19 Mtr12333.1.51 a_at

14 Mir8sss1 s at
L {3 Mtr27459.051 s at

—:IQ Mtr.42926.1.51_s_at
{8 Mtr.24829.1.51 at

l_:ﬂﬁ Mtr.34487.1.51 s_at

115 Mtr.12276.1.51_at

112 Mtr.49523.1.51_at

7 mirs014a151 at

16 witr.36255.1.51_s_at
{2 Mtr.39601.1.51_s_at

118 Mtr.23143.1.51 at
Eﬂ] Mtr.10297.1.51_at
15 _ M1r42967,1.51_at

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

Mtr.8505.1.S1_at Medtr2g081770.1

Description

embryonicabundant-

likeprotein

Mtr.10361.1.S1 at Medtr8g045490.1 pathogenesis-

relatedproteinbet V |

familyprotein

———t14  Mmses.Lsi st
L {43 Mtrio3r1s1at

———111 Mtr.5687.151_s_at
4|——|:—l10 Mir.10392.1.51_at

1 MIr.2238.1.51 s at

120 Mtr.40065.1.51_at
L 10 Mtr.12333.151 a_at

PR — T I
L {3 mtr274s9.151sat

—:IQ Mtr.42926.1.51_s_at
{8 Mir.24829.1.51 at

|_|:11 6 Mtr.34487.1.51 s at

115 Mtr.12276.1.51_at

112 mitr.49523.1.51_at

7 Mirs0144.15 at
6 Mitr.36255.1.51 s at

{2 mrr.39601.1.51_s_at

118 Mtr.23143.1.51 at
Eﬂ 7 Mir.10297.1.51_at
15 _ Mir.42967.151 at

Figure 14 : présente le deuxiéme clade dans la phylogramme

Tableau 9: présente I'identifiant et la description de le deuxiéme sous- clade

Probset ID
Mtr.5687.1.51 s at

Identifiant

Medtr4g101280.1

Description

Lipide Transfer protéine
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Mtr.10392.1.S1_at

Medtr2g094270.2
Medtr2g094270.1

major intrinsicprotein
(MIP) familytransporter

major intrinsicprotein
(MIP) familytransporter

Mtr.2238.1.S1 s at

Medtr49029600.1

extensin-

likerepeatprotein

Mtr.40065.1.S1_at

Medtr3g085490.1

60S ribosomal protein

Medtr3g085490.2 L17A
60S ribosomal protein
L17A
Mtr.12333.1.S1 a at Medtr3g114190.1 transmembraneprotein,
Medtr3g113780.3 putative
Medtr3g113780.1 hypotheticalprotein
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Figure 15: présente le troisieme sous- clade dans la phylogramme.

Tableau 10 : présente I'identifiant et la description du troisieme sous-clade.

Probset ID

Identifiant

Description

Mtr.8445.1.51 s at

Medtr1g116947.1

pollen proteinOle E I-
likeprotein

Mtr.27459.1.51 s at

Medtr2g436620.1

translationally-
controlledtumor-
likeprotein
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Figure 16: présente le quatriéme sous- clade dans la phylogramme.

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

Probset ID

Identifiant Description

Mtr.42926.1.51 s at

Medtr7g112860.2 dormancy/auxinassociatedprotein
Medtr7g112860.1 dormancy/auxinassociatedprotein

Mtr.24829.1.S1 at

No information availab. | No information available.

[———114 Mr8ss.1s1 at
L {13 Mtri1036L.1.51 at

at

t11 mir.5687.1.51_s_:
110 Mtr.10392.1.51_at
11 Mr2238.1.51 s at

| 120 Mtr.40065.1.51 at
L {19 Mtr12333.1.51 a_at

14 Mr8as5.151 5 at

L {3 muo27assisisat
t9 mtr.42926.1.51_s_at
—: {8 Mir24829.151 at
[116 mtr.34487.1.51 s _at
r: [115 mtr.12276.1.51_at
L

1112 Mmtr.49523.1.51_at

I/ mirao1a2.151 at
| —
18 mtr.36255.1.51 s at

Ii.z Mtr.35601.1.51_s_at
t18 Mtr.23143.1.81 at

E” 7 Mtr.10257.1.51_at
15 _ MIr.42967.1.51_at

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

Probset 1D Identifiant Description
Mtr.34487.1.S1 s at Medtr5g018940.2 40S ribosomal S4-like
Medtr5g018940.1 protein
Medtr8g052030.1 40S ribosomal S4-like
protein
40S ribosomal S4-like
protein
Mtr.12276.1.S1 at Medtr4g132110.1 cationicperoxidase
Medtr4g132110.2 cationicperoxidase

Mtr.49523.1.51 at

Medtr1g098220.1

ribosomal protein
S13P/S18e

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

Probset ID

Identifiant

Description

Mtr.40144.1.S1_at

Medtr2g025780.1

hypotheticalprotein

Mtr.36255.1.51_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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e |e2°®mclade

Figure 19 : présente le septiéme clade dans la phylogramme.

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

Probset 1D Identifiant Description
Mtr.39601.1.S1_s_at Medtr7g103030.1 tonoplastintrinsicprotein
Mtr.23143.1.S1 at Medtr3g067430.1 albumin 1
Mtr.10297.1.S1 at Medtr4g075290.1 peptidyl-prolyl cis-
transisomerase
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111.2 Discussion

Les plantes soumis a des conditions environnementales extrémes développent des réactions
qui sont contrdlées a la base par les voies de signalisation qui a leur tour conditionnées par les
modifications au niveau de I’expression des genes.

Ainsi, lors de la présente étude qui a porté sur 1’analyse in silico des génes en relation a la
nutrition d'azote chez le modéle biologique Medicago truncatulaen, nous avons pu définir,
selon la fonction, plusieurs groupes de génes :

- Les génes 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 a la fixation de l'azote. Les nodules contiennent des protéines LEA;
cependant, tous les groupes de protéines LEA ne semblent pas étre présents dans les différents
types de nodules. Une analyse plus détaillée est nécessaire, ou 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 génes 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 a 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 a la pathogenése (PR). L'accumulation de protéines PR fait partie intégrante
des réponses immunitaires innées des plantes lors d'attaques d'agents pathogenes 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 troisieme 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. A 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 pathogenes 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
entrainant la formation de structures appelés nodosités ou nodules. Par ces nodules, la plante
hote (la Iégumineuse) offre un micro habitat exceptionnellement favorable a la bactérie tout en
lui procurant des substrats carbonés provenant de la photosynthése. Le processus de la fixation,
lui-méme, consiste en la réduction de 1’azote atmosphérique N2 sous forme ammoniacale. Cette
réaction est catalysée par un complexe enzymatique appelé Nitrogénase d’origine bactérienne
(Downie 2005). Cette association a bénéfice réciproque entre la Iégumineuse et les bactéries
est appelée symbiose fixatrice de 1’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 1’activité¢ de la Nitrogénase. La formation des nodules est le
résultat d’un dialogue moléculaire entre le microsymbiont et la plante héte (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 flavonoides qui sont sécrétées par la plante héte. 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, a l'origine de la reconnaissance spécifique entre les deux symbiotes et du
déclenchement du programme d'organogenése nodulaire chez le végétal par une cascade
d’expression de genes 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 I’expression de geénes 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

Conclusion et perspectives

La réaction des plantes face a un état de stress implique plusieurs mécanismes physiologiques
accompagnés par des modifications dans le profil d’expression des geénes. Dans le but de
rechercher des génes impliqués dans la nutrition d’azote chez le modé¢le 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 genes peuvent étre réparti,
suivant leurs réles qu’ils jouent, en plusieurs groupes :

les génes codant pour des protéines de types LEA, des protéines de pathogéne, des genes
codant pour des facteurs de transcription (TF), des génes qui codent pour des protéines
réceptrices, des protéines de transport, les facteurs NOD ainsi que d’autres génes qui codent
pour différentes fonctions. La consultation de la bibliographie relative a ces différents genes
montre qu’il s’agit de génes dont I’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 mémes voies de signalisations, conduisant toutes aux mémes stratégies
de protection de la cellule.

Les resultats obtenus laissent entrevoir de nombreuses perspectives afin de les confirmer
comme par exemple I'utilisation de la PCR en temps réel (QPCR) et I'utilisation des techniques

de génétique inversée comme les ARN interférant (RNAI).
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