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Résumé :

Etude bioinformatique des génes liés a I’interaction symbiotique « Medicago truncatula

— Sinorhizobium meliloti »

Cette étude a pour objectif d'identifier les genes impliqués dans l'interaction plante-
microbien du modele biologique Medicago truncatula-sinorhizobium meliloti en utilisant en
silico analyse des problémes de transcription des sondes Affymetrix et un géne de référence
MTLBY7. Les données ont été analysées en utilisant Python, MTGEA et un graphique
thermique. Les résultats ont montré différentes familles de genes, y compris les familles

tardives de nodulines, les peptides riches en cystéine et les protéines liées a l'ubiquitine.

Mots clés : Medicago truncatula, Sinorhizobium meliloti, MtIb7, interaction plante-

microbe



Abstract:

Bioinformatics study of genes related to the symbiotic interaction ""Medicago truncatula

— Sinorhizobium meliloti**

This study aims to identify genes involved in the plant-microbe interaction of the
Medicago truncatula-sinorhizobium meliloti biological model using in silico annalyse of
transcription issues from Affymetrix probes and a reference MTLB7 gene. The data was
analyzed using Python, MTGEA, and a thermal chart. Results showed different gene families,

including tardive noduline families, cysteine-rich peptides, and ubiquitin-related proteins.

Key words: Medicago truncatula, Sinorhizobium meliloti, MTLB7, Plant- microb interactions
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Introduction

Introduction

Les plantes établissent des interactions complexes avec les micro-organismes dans leur
écosystéme, échangeant des signaux qui influencent leur croissance, leur développement et leur
résistance aux stress. Ces interactions peuvent étre bénéfiques, comme dans le cas de la
symbiose entre les légumineuses et les bactéries rhizobiennes, ou néfastes, comme dans le cas

des pathogenes.

L'un des exemples les plus étudiés de ces interactions est la symbiose entre les
Iégumineuses et les bactéries rhizobiennes, telles que Sinorhizobium meliloti. Cette symbiose
se traduit par la formation de nodules sur les racines des plantes, ou les bactéries vivent en
symbiose avec les cellules végeétales et transforment I'azote atmosphérique en ressources
azotées pour la plante. Cette association permet aux légumineuses de fixer I'azote de l'air et de

réduire ainsi leur dépendance aux engrais azotes.

Cependant, Dans ce contexte, le présent travail a pour objectif d'étudier l'interaction
entre la plante modele Medicago truncatula et la bactérie symbiotique Sinorhizobium meliloti,
en recherchant les génes impliqués dans cette interaction. Cette étude sera menée par une

analyse in silico de données de transcription issues de puces Affymetrix.

Ainsi, ce mémoire est structuré en trois grands chapitres :

- Un premier chapitre qui représente une synthése bibliographique sur la thématique du projet.
- Un deuxieme chapitre pour la description du matériel et des différentes méthodes utilisées.

- Le troisieme chapitre sera consacré au traitement des résultats obtenus et a leur discussion.

- Enfin, une conclusion avec le dégagement de quelques perspectives.

Le but de ce travail est de contribuer a la compréhension des mécanismes moléculaires
sous-jacents a l'interaction plante-microbe, et de développer de nouvelles stratégies pour
améliorer la croissance et la productivité des plantes en interaction avec des micro-organismes

bénéfiques.
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Chapitre I : Revue bibliographique

I. Présentation du modele biologique Medicagotruncatula

Cette espece annuelle de Iégumineuses de la région méditerranéenne, M.truncatula, a
été sélectionnée comme plante modéle pour des études, en particulier dans le domaine des

interactions entre les légumineuses et les microbes et de la nodulation.

M.truncatula est une légumineuse a croissance rapide, diploide, étroitement liée a de grandes
cultures de légumineuses. Cette plante a été choisie pour servir de modeéle génomique

fonctionnel et d'analyse de la nodulation. Selon Young et al. (2011)

I.1. Physiologie et morphologie :

La luzerne tronquée ou luzerne a trois feuilles, également connue sous le nom
de Medicago truncatula, est une espece de légumineuses annuelles de la famille des Fabaceae.
Elle est profondément racinaire, avec une racine principale pivotante et de nombreuses racines
latérales fibreuses. Feuilles a 3 folioles, ovales a elliptiques. Les fleurs sont généralement
jaunes et groupées en grappes. Le fruit est une gousse porteuse de plusieurs graines. M.
truncatula est une plante indispensable pour I'amélioration des cultures et la recherche en
biologie des plantes, car elle est en symbiose avec des bactéries fixatrices d'azote.
M. truncatula est une légumineuse annuelle a systeme racinaire profond et a feuilles trifoliées.

Ses fleurs sont jaunes et ses gousses sont en forme de spirale. (USDA, NRCS)

1.1.1 Classification :

Le genre *Medicago* comprend environ 85 especes de légumineuses, dont M.
truncatula. Medicago est un genre de plantes a fleurs de la famille des Fabaceae, I'une des plus
grandes familles de plantes a fleurs, qui comprend de nombreuses espéces indispensables a
I'agriculture et a I'alimentation humaine. Medicago truncatula est un genre de legumineuses

(environ 85 espéces) du genre Medicago. (Bena, 2001)
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1.1.2 Taxonomie :

e Regne : Plantae

e Division : Magnoliophyta

e Classe : Magnoliopsida

e Ordre : Fabales

e Famille : Fabaceae

e Sous-Famille : Papilionoideae
e Genre: Medicago

e Espéce: Medicagotruncatula
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Figure 01 : aspects morphologiques de plusieurs organes de medicago truncatula

1.1.3 Origine et distribution :

Les distributions des luzernes annuelles sont parfois tres restreintes. Un certain nombre
d'espéces sont endémiques, tandis que d'autres sont colons. On a effectué une analyse plus
détaillée de la répartition des espéeces en utilisant les prospections de matériel spontané menées

depuis de nombreuses années dans tout le bassin méditerranéen. (Prosperi et al.,1993)

Medicago est principalement originaire du bassin méditerranéen (Europe méridionale, Afrique
du Nord, Proche-Orient), mais certaines espéces ont été introduites en Amérique du Nord, en

Australie et en Europe du Nord. (Lapeyronie 1982).

3
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Figure 02 : Distribution géographique du genre Medicago dans le monde (Pickering et
Smith, 2006)

1.1.4 Cycle de vie de Medicago truncatula :

La plante M.truncatula est annuelle, c'est-a-dire qu'elle termine son cycle de vie en une
seule saison de croissance. Voici une vue densemble de son parcours

1.1.4.1 La germination et la croissance précoce des graines :

En régle génerale, les graines de M. truncatula se développent en 3 & 7 jours dans des
conditions favorables. Les graines sont enveloppées de maniere solide, et la scarification ou
d'autres traitements avant le semis peuvent augmenter les précipitations. Lors de la
germination, la radicule apparait d'abord, puis une racine pivotante, puis I'hypocotyle et les
cotylédons apparaissent. Selon Harrison et al. (2006), les cotylédons sont des organismes
photosynthétiques qui offrent une source d'énergie précoce a la plante (Harrison et al., 2006).

1.1.4.2 Croissance végétative et développement :

La croissance végétative et le développement : Apres le stade plantulaire, M. truncatula
commence a développer une rosette basale de feuilles composées. Feuilles trifoliées, avec des
folioles ovales a elliptiques en général. La plante se développe toujours, formant une tige
dressée et ramifiée pouvant atteindre 60 cm de haut. (Harrison et al., 2006 ; Benaben et al.,
1995).
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1.1.4.3 Phase reproductive :

M. truncatula est auto-fertile, mais elle peut également étre pollinisée par des insectes
pendant la phase reproductive, la phase reproductive debute avec la formation de racémes ou
de grappes de petites fleurs jaunes (Harrison et al., 2006). En général, les insectes pollinisent
ces fleurs, mais l'auto-pollinisation est fréquente. Une fois fécondées, les fleurs se forment en

gousses enroulées, avec plusieurs petites graines dans chacune d'elles (Benaben et al.,1995).

1.1.4.4 Maturation et dissémination des graines :

A mesure que les gousses se développent, elles sont brunes et séches. En général, les
gousses s'ouvrent en forme de spirale, libérant ainsi les graines. Selon Cook (1999), les graines
peuvent ensuite se propager naturellement par différents moyens, comme le vent ou la

dispersion animale, ou étre collectées pour la propagation ou la recherche.

1.1.4.5 Durée du cycle de vie :

Le cycle de vie de M. truncatula est assez court, se terminant habituellement en 3 & 4
mois dans des conditions optimales. Toutefois, la durée peut fluctuer en fonction de variables
environnementales, de la disponibilité des nutriments et de facteurs génétiques (Barker et
al.,2006).

1.1.5 Intéréts scientifiques de la plante modele Medicago truncatula :

M.truncatula présente de nombreux intéréts scientifiques et économiques. En tant que
plante modéle, M. truncatula offre de nombreux avantages pour la recherche scientifique, pour
I'étude des interactions plante-microbe et de la nodulation chez les légumineuses. Voici
quelques intéréts scientifiques importants :

1.1.5.1 Etude des interactions plante-microbe :

M. truncatula est couramment employé pour étudier les interactions symbiotiques entre
les légumineuses et les bactéries fixatrices d'azote, comme les rhizobia. Il est possible de
comprendre ces interactions afin d'améliorer la fixation biologique de I'azote, ce qui diminue

la dépendance aux engrais azotés synthétiques dans I'agriculture. (Young et al., 2011)
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1.1.5.2 Génomique et génétique :

Le séquencage et I'annotation du génome de M. truncatula sont une ressource précieuse
pour la recherche génétique et génomique. 1l est parfait pour I'étude de la fonction des genes et
des traits agronomiques importants en raison de sa petite taille de génome et de son cycle de
vie court. (Tang et al., 2020)

1.1.5.3 Biologie des Iégumineuses :

En tant que légumineuse modeéle, elle aide a comprendre la biologie des Iégumineuses
en général, notamment la régulation des genes, le développement des racines et la résistance
au stress. (Cook, 1999)

En plus de ces intéréts scientifiques, M.truncatula présente également des avantages

économiques potentiels :

1.1.5.4 Agriculture durable :

La recherche sur M. truncatula peut étre utilisée pour améliorer les cultures de
Iégumineuses importantes, comme le tréfle, la luzerne et le soja, dans le cadre de I'agriculture
durable. La compréhension approfondie de la fixation de l'azote et des interactions entre les
plantes et les microbes peut entrainer des cultures plus productives et plus résistantes, ce qui
permet de diminuer les dépenses de production et I'impact environnemental de 1’agriculture.
(Frugier et al., 2010)

1.1.5.5 Production de biopharmaceutiques :

Dans les racines des plantes, M. truncatula a été suggéré comme une plateforme potentielle
pour la fabrication de protéines biopharmaceutiques. Il est possible que cette méthode propose
une méthode rentable et évolutive pour la fabrication de vaccins, danticorps et d'autres
protéines thérapeutiques. (Frugier et al., 2010)

1.2 Interaction plante microbe :
1.2.1 Défénition :

Les interactions entre les plantes et les micro-organismes désignent les liens complexes
et réciproques entre les plantes et les micro-organismes tels que les bactéries, les champignons
et les virus. Ces interactions peuvent se dérouler a l'intérieur ou a I'extérieur de la sphére et
peuvent varier d'associations a court terme simples a des synergies a long terme complexes.
Les interactions entre les micro-organismes et les plantes ont des conséquences écologiques

significatives, impactant la taille, I'activité et la variété des communautés microbiennes, ainsi
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que la santé et I'écologie de leurs partenaires agricoles. lls jouent aussi un role pratique dans
I'agronomie et la phytopathologie. (Mantelin et al., 2006 ; Alabouvette et al., 2006 ;
Raaijmakers et al., 2009)

On peut distinguer différents types d'interactions entre les plantes et les
microorganismes, tels que I'amensalisme, I'antagonisme, le commensalisme, la compétition, le
mutualisme et la neutralité. Les interactions les plus fréquentes chez les plantes sont le
commensalisme et le mutualisme, I'une ou les deux espéces qui en profitent, respectivement.
La symbiose mycorhizienne et l'association des plantes légumineuses avec les bactéries
fixatrices d'azote, comme Rhizobium, sont des exemples d'interactions mutualistes.
(Campbell, 1995)

Il est essentiel de saisir les interactions entre les plantes et les microorganismes afin de
comprendre les mécanismes qui sous-tendent ces relations complexes. La base moléculaire de
ces interactions a été explorée a l'aide des méthodes d'édition de genes et de biologie des
systemes, et la bio-informatique a permis de prédire et danalyser les associations plantes-
microorganismes. (Kato et al., 2005 ; Harcombe, 2010 ; Zeidan et al., 2010 ; Freilich et al.,
2011 ; Buffie et al., 2014 ; Lima-Mendez et al., 2015)

1.2.2 Importance des interactions plante microbe :

Le principal intérét de M.truncatula réside dans son réle de modéle de recherche
scientifique, notamment dans I'étude des relations entre les plantes et les microbes et de la
nodulation chez les légumineuses. Voici quelques aspects essentiels de son importance :

1.2.3 Etude des interactions plante-microbe :

L’¢étude des interactions symbiotiques entre les Iégumineuses et les bactéries fixatrices
d'azote (rhizobia) repose sur M. truncatula. Ces interactions entrainent la création de nodules
racinaires, ou l'azote est fixé biologiquement. L’étude de M. truncatula permet de mieux
comprendre ce processus, qui pourrait éventuellement diminuer la dépendance aux engrais

azotés synthétiques dans le domaine agricole. (Young et al., 2011)
1.2.3.1 Génomique et génétique :

L’étude du séquencage et de I’assemblage du génome de M. truncatula a été une source

précieuse de travail génétique et génomique. Grace a sa petite taille de génome et a son cycle
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de vie court, il est parfait pour étudier la fonction des genes et les caractéristiques agronomiques

principales chez les légumineuses. (Tang et al., 2020)
1.2.3.2 Biologie des légumineuses :

En tant qu’exemple de légumineuse, M. truncatula contribue a approfondir notre
compréhension de la biologie des légumineuses en général, incluant la régulation des génes, le
développement des racines et la réaction aux stress environnementaux. On peut mettre en
pratique les connaissances acquises pour améliorer les cultures de Iégumineuses essentielles

pour I’agriculture. (Cook, 1999)
1.2.3.3 Production de biopharmaceutiques :

Dans les racines des plantes, M. truncatula a été suggéré comme une plateforme
potentielle pour la fabrication de protéines biopharmaceutiques. Cette méthode, appelée
"agriculture moléculaire”, pourrait proposer une méthode rentable et évolutive pour la

fabrication de vaccins, d'anticorps et d'autres protéines thérapeutiques. (Frugier et al., 2010)

1.2.3.4 Amélioration des cultures :

La recherche sur M. truncatula permet d'utiliser les connaissances acquises pour
améliorer les cultures de légumineuses en choisissant des caractéristiques souhaitées comme

la résistance a la sécheresse, la résistance aux maladies et une meilleure qualité nutritionnelle.

1.3 Symbiose fixatrice d’azote chez les légumineuses :
1.3.1 Définition :

La symbiose est une relation étroite entre deux organismes ou plus, dans laquelle
chacun bénéficie de la présence de l'autre. Contrairement aux interactions pathogenes, certaines
bactéries, telles que les rhizobia, établissent une symbiose avec les légumineuses, des plantes
de la famille des Fabacées. Cette interaction donne naissance a un nouvel organe, appelé
nodosité, ou les bactéries rhizobiennes prennent une forme intracellulaire, appelée bactéroides,
et convertissent 1’azote atmosphérique (N2) en une forme d’azote assimilable par la plante
(NH3+) grace a une enzyme bactérienne, la nitrogénase. En retour, la plante fournit a son

partenaireuneniche écologique favorable.

1.3.2 Bénéfice écologique de la fixation d’azote :
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La révolution verte des années 1950, marquée par 1‘usage massif et incontrdlé de
produits chimiques tels que les engrais minéraux par les agriculteurs, a certes entrainé une
augmentation des rendements, mais elle a également engendre des effets néfastes sur la qualité
de l'environnement. Ces pratiques sont contribués, entre autres, a l'eutrophisation et a
I'acidification des sols, ce qui a conduit a une perturbation des communautés microbiennes et
a une diminution de la biodiversité. Une alternative a l'utilisation des engrais minéraux est
I'emploi de plantes capables d‘enrichir les sols en molécules fertilisantes. Les 1égumineuses,
en tant qu'engrais vert azoté, offrent une solution permettant de réduire considérablement le

recours a ces types d'engrais et de contribuer ainsi a la préservation de I'environnement.

1.3.3 Etablissement des symbioses fixatrice d’azote :
En se basant sur des analyses cytogénétique, on distingue principalement trois étapes
dans la formation des nodules racinaires :
-la pré-infection.
-I’infection.
-I’organogenése (Roy et al.,2020).

1.3.3.1 Pré-infection

La reconnaissance entre les partenaires est la premiére étape vers la mise en place de la
symbiose. En présence de flavonoides dans la symbiose rhizobium/Iégumineuse, ils stimulent

I'expression des genes NOD bactériens.
1.3.3.2 Infection :

L’infection commence par la pénétration des bactéries dans les poils racinaires déformés. Ce
stade est suivi par l’initiation et 1’élongation des cordons d’infection, lesquels sont des

structures tubulaires dérivées de la plante (Gourion et al.,2014).

1.3.3.3 Formation et développement des structures symbiotiques :

Les symbioses entre les actinorhiziens et les Iégumineuses se distinguent notamment en
ce qui concerne l'organogenese nodulaire. Chez les Iégumineuses, les divisions cellulaires se
produisent dans le cortex racinaire et dans le péricycle chez les plantes actinorhiziennes
(Svistoonoff et al., 2014 ; Xiao et al., 2014)
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par laquel les rhizobiums pénétrer
dans les cellules végatales.

Figure 03 : différentes étapes de 1’établissement de la symbiose rhizobia legumineuse
(cherki et al 2012).

1.4 Le géne MTLB7 :

1.4.1 Fonction du gene mtlb7 :
1.4.1.1 Signalisation et communication intercellulaire :

Avec mtlb7, les lipides sont transférés entre les cellules, agissant ainsi comme un
transmetteur moléculaire. 1l est probable qu'il joue un réle important dans la transmission
de signaux lors de la reconnaissance et de I'établissement de symbioses avec des bactéries

fixateurs d’azote. (Kavita Singh et al. Journal : journal of expérimental botany,2014)

1.4.1.2 Défense contre la pathogénes :

Il est possible que les protéines de transfert de lipides jouent également un role dans la
protection des plantes contre les pathogenes. La présence de mtlb7 pourrait contribuer a la
détection et a la réaction aux attaques de pathogenes, ce qui renforcerait la réponse
immunitaire de la plante. (Jorge Garcia -Olmedo et al. Revue : Trends in Plant
Science,2001.)

10
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1.4.1.3 Développement de la racine :

Les racines de M.truncatula ont montré une expression de mtlb7, ce qui laisse supposer
qu'elle pourrait jouer un role dans leur développement et leurs interactions avec les microbes
du sol.(Estelle Duplessis et al. Journal : The Plant Cell,2003)

1.4.1.4 Symbiose avec les bactéries fixatrice d’azote :

Mtlb7 joue un rdle essentiel dans la symbiose entre M.truncatula et les bactéries
fixatrices d'azote, comme Sinorhizobium meliloti. Il est possible que mtlb7 joue un role dans
la reconnaissance et la communication entre la plante et la bactérie, ce qui favorise la
formation de nodules racinaires ou l'azote se fixe. (Estelle Duplessis et al. Journal :

Moléculaire Plant -Microbe Interaction,2005.)
1.4.2 Le r6le du géne mtlb7 :

Chez M.truncatula, le gene mtlb7 est responsable de la production d'une protéine de
transfert de lipides qui joue un réle dans la signalisation et la communication intercellulaire.
On sait que ces protéines de transfert de lipides jouent un réle essentiel dans les interactions
entre les plantes et les microbes, notamment dans la détection et la formation de symbioses.

(Estelle Duplessis et al. Journal : the plant cell,2003)
1.4.3 Les intéréts du gene mtlb7 :

La réponse immunitaire de la plante contre les pathogenes est influencée par le géne
MtIB7 du medicago truncatula il est essentiel pour détecter les signaux microbiens et activer

les défenses de la plante voici quelques recherches mettant en évidence ses intéréts :

- Le gene mtlb7 de medicago truncatula joue un role clé dans la capacité de la plante
a résister aux bactéries pathogénes selon les recherches menées par Song et al,
(2014), le géne mtlb7 joue un réle crucial dans la résistance de M.truncatula a
pseudomonas syringae, une bactérie pathogene fréquente ils sont observé que les
plantes ou le gene mtlb7 était inactif étaient plus vulnérables a I’infection, mettant
en évidence son role essentiel dans la protection de la plante

- Mtlb7 se lie a d’autres protéines afin de stimuler la défense de la plante selon les
recherches menées par li et al (2016), il a été constaté que le géne mtlb7 interagit

avec une autre protéine nommée MtNPR1 afin d’activer I’expression de génes de

11



Chapitre I : Revue bibliographique

défense dans M.truncatula il est crucial de maintenir cette interaction afin de
garantir une réponse immunitaire efficace de la plante face aux pathogenes

- Mtlb7 joue un réle dans la détection des signaux microbiens selon wang et al
(2015), il a été constaté que le géne mtlb7 est activé lorsque des signaux microbiens
spécifiques sont présents, ce qui suggére son role dans la détection des potentiels
pathogenes cette découverte donne une vue d’ensemble des processus par lesquels

m truncatula repere et réagit aux agressions infectieuses.

1.4.4 Sinorhizobium meliloti :

S.meliloti est une bactérie de la sous-famille des protéobactéries, qui se trouve dans la
catégorie des gram(-). Cette bactérie, qui se trouve dans les sols, a la capacité de vivre soit en

plein air, soit en collaboration avec les Iégumineuses telles que Medicago. (Capela et al.,2001)

1.5 La symbiose fixatrice d’azote M.truncatula/ S.meliloti :

Pour les plantes, il est essentiel de trouver une source d'azote. L’ammonium ou les
nitrates du sol sont la principale source d'azote, soit d'organismes ayant déja absorbé de
I'azote, soit de la fertilisation par des engrais azotés. De plus, certaines plantes, en particulier
celles appartenant a la famille des légumineuses (soja, pois, haricots, luzerne, lotier...)
peuvent étre autonomes en s'associant a des bactéries fixatrices d'azote, communément
appelées rhizobia. La plante Medicago truncatula recoit I'azote fixé par la bactérie
Sinorhizobium meliloti lors de l'interaction symbiotique. En revanche, la plante offre a son
symbionte des sources de carbone et une contribution écologique importante. (Pauline
Blanquet 2015)

12
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1. Matériel et méthodes :

1.1 Matériel :

Nous avons utilisé un ensemble de données d'expression de genes provenant de puces

de type Affymetrix, qui sont disponibles en ligne sur la base de données Mtgeal.

En théorie, on peut mesurer I'abondance absolue de chaque ARNm transcrit en utilisant des
puces a oligonucléotides de type Affymetrix. Ces puces sont fabriquées en synthétisant in situ
des centaines de milliers de séquences d'oligonucléotides différentes sur une matrice de verre,
qui sont fixées par photolithographie et chimie combinatoire. Pour I'hybridation sur la puce,
les ARNm de I'échantillon a analyser sont amplifiés, fragmentés et marqués a l'aide d'un

systeme de couplage biotines-treptavidine.

Sur la puce, chaque gene est illustré par une quinzaine de sondes composees
d'oligonucléotides courts de 20 a 25 bases qui correspondent & des portions spécifiques du gene.
Chaque groupe d'oligonucléotides est désigné sous le nom de ProbSet et a un identifiant associé
(ProbSet ID). En calculant le signal moyen sur toutes les sondes représentant le gene, on peut

obtenir une estimation directe du niveau d'expression de chaque gene.

11.2 Méthodes :

La démarche de travail commence par l'identification du Probset ID et la collecte des
informations sur I'expression du gene de référence MTLB7. Par la suite, la collecte et le tri des
informations sur I'expression des genes liées a l'interaction entre les plantes et les microbes. Et

se conclut par une étude statistique réalisée par Python.
11.2.1 Recherche du Probset ID correspondant au gene MTLB7 :

L'orthologue (deux séquences homologues de deux espéces différentes) du gene
MTLB7 sur le génome d'Arabidopsis thaliana est utilisé pour représenter la séquence
nucléotidique de base. Cette séquence a été récupérée sur la banque de données Genbank a
partir du moteur de recherche TAIR, sous [lidentifiant «AT5G66270.1 ».
A partir de cette séquence initiale, une injection de données « N » a été effectuée sur la base de

données pour obtenir la sequence correspondante sur le génome de M. truncatula.

14
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Tableau 1 : Représentation des identifiants du géne MTLB7

MTLB7 TAIR Genbank Craig venter
Organisme A. thaliana A. thaliana M. truncatula
Identifiant AT5G66270.1 NM_126025 Medtr5g081000

La Samuel Roberts Noble Foundation et I'université d'Oklahoma ont initié en 2003 le
projet de séquencgage du génome de Medicago truncatula, les informations sont collectéees et
actualisées de maniere constante par l'institut J. Craig Venter.

La ProbSet ID correspondante a eté trouvee sur le moteur de recherche Legoo en utilisant
I'identifiant obtenu sur CVI.

LeGOO (Legume Graph-Oriented Organizer) est une base de connaissances qui se
concentre sur les informations provenant de publications scientifiques, avec une organisation
basée sur des graphes des connaissances acquises par la communauté M. truncatula. Son offre
comprend un convertisseur d'ID complet qui simplifie I'analyse et la comparaison des données
générées au cours de vingt ans avec divers outils. LeGOO met également a disposition des liens

vers des ressources de référence pour Medicago truncatula, comme le Noble Gene Atlas.

Plant and Cell Physiolagy. 2018; pes177. doi: 1

Bre-print vailable t hitps:/hal archives-ouvertes.frhal

Goess to previous release of LegOO

Figure 4 : Interface du moteur de recherche LeGoo
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Tableau? : Représentation d’identifiant probset ID du géne MTLB7 de medicago truncatula

MTLBY7 CVI Legoo

Organisme M. truncatula M. truncatula

Identifiant Medtr5g081000 Mtr.40140.1. S1_at

I1.2.2 Collecte des données d’expression du géne MTLB7 en conditions de I’interaction

symbiotique Medicago truncatula-Sinorhizobium meliloti :

Le Atlas d'expression génétique de Medicago truncatula (MTGEA) est un site web
exhaustif qui offre des informations sur I'expression genétique de la plante modele M.
truncatula. Les données d'expression de I'atlas sont issues de la technologie Affymetrix
GeneChip et de données plus récentes issues du séquencage de I'ARN (RNA-seq). Le
MTGEA offre aux scientifiques la possibilité d'obtenir des profils d'expression génétique dans
différents tissus, organes et conditions environnementales.

MTGEA est une plateforme web frangaise hébergée par I'Institut national de recherche pour
I'agriculture, I'alimentation et I'environnement (INRAE) et le Centre national de la recherche
scientifiqgue (CNRS). Il propose un outil centralisé pour I'étude du transcriptome de M.
truncatula. Les données d'expression génétique sont présentes sur le site web, couvrant une
variété étendue.

Il'y a aussi différents outils d'analyse et de visualisation dans le MTGEA afin
d'explorer les profils d'expression des génes. Les utilisateurs ont la possibilité de chercher des
génes qui suscitent leur intérét, d'analyser leurs modeles d'expression et de prédire leurs
fonctions potentielles. Les utilisateurs peuvent également télécharger les ensembles de
données sur le site web, ce qui facilite leur analyse plus approfondie.

La communauté de recherche sur les Iégumineuses bénéficie d'une ressource précieuse, le
MTGEA, qui permet d'analyser la fonction des genes, de saisir les interactions entre les
plantes et les microbes et d'explorer la biologie des légumineuses en géneral. Le site internet
est constamment actualisé avec de nouvelles informations sur I'expression génétique a mesure

gu'elles sont disponibles.
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Medicago truncatula Gene Expression Atlas
LIPME - INRAE/CNRS

MtExpress, a Comprehensive and Curated RNAseg-based Gene Expression Atlas for the Model Legume Medicago truncatula.
Sebastien Carrere, Jerome Verdier, Pascal Gamas.

Plant Cell Physiol. 2021 Jul 10:pcab110. doi: 10.1093/pcp/pcab110. PMID: 34245304, BioRxiv: Preprint

p I'lhe Medicago truncatula Gene Expression Atlas (MtGEA) Project <

Legacy Affymetr
Citation: Vagner Be

MA dataset curated by LIPME Team
-, Jeremy Murray, Andry Andriankaja,Stacey Allen, Klementina Kakar, Maren Wandrey, Jerome Verdier, Helene Zuber, Thoemas Ott, Sandra Moreau, Andreas Niebel,
Tancred Frickey, Georg Wi

=313

Published RNA-seq dataset gene atlas

Medicago truncatula RNA-seq Gene Expression Atlas Project
I RNA-seq datasets with o publication in a peer-reviewed journal

mapped onto release M. truncatula 5.1.9 using nf-core/rmaseq 3.0 pipeline
Authors: Sébastien Carrere, Jérdme Verdier & Pascal Gamas

* Current Release: MtExpress V3 u
® Previous Releases: e .

o MtExpress V2

o MtExpress V1

Figure 5 : Interface du moteur de recherche MtGEA

I I EXPRESSION
ATLAS
Noble MiGEA V3 by LIPME

All Experiments e

Select Keyword search

I | Mir.40140.1.81_at ! - Keyword

Mtr.40140.1.81_at

CLEAR

Citation

Figure 6 : Recherche du profil d’expression du gene sur MtGEA

La présentation du profil d'expression sous forme de graphe et de tableau est I'une des
fonctionnalités proposées par le moteur de recherche MtGEA. Chaque variation d'expression

est associée a une identification probset correspondant au gene étudié.
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En utilisant I'identification du probset correspondant au géne MTLB7 (Mtr.40140.1. S1_at),

nous avons pu obtenir le profil d'expression suivant :

Figure 7 : Le profil d’expression du géne MTLB7 sur MtGEA

Les tableaux présentent les valeurs d'expression correspondantes a chaque traitement
(interaction I’interaction symbiotique Medicago truncatula-Sinorhizobium meliloti). Par la
suite, ces valeurs seront employées pour identifier d'autres profils d'expression similaires a
celui du MTLBY.

Tableau 3 : les données relatives a I’interaction symbiotique Medicago truncatula-

Sinorhizobium meliloti.

Nodule_6dpi_Sinorh Nodule_10dpi_Sinorh Nodule_14dpi_Sinorh  Nodule 20dpi_Sinorh

izobium meliloli izobium meliloli izobium meliloli izobium meliloli

6658,5 10455,3 9256,2 11265,3

11.2.3 Collecte des données d’expression de génes relatives a I’interaction symbiotique

Medicago truncatula-Sinorhizobium meliloti:

Gréace a la fonction Differential Expression Analysis, le moteur de recherche MtGEA
permet de choisir une ou plusieurs conditions par rapport a une condition actuelle. Le format

des données d'expression est le texte (.txt).
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Tablau 4 : conditions sélectionnées pour I’interaction symbiotique Medicago

truncatula-Sinorhizobium meliloti.

Condition cible Condi

tion stressante

Interaction
plante- Nodule_6dpi_Sinorhizobium
microbe meliloli

Nodule_10dpi_Sinorhizobium

meliloli

Tableau 5 : Les données des génes relatives a I’interaction
truncatula-Sinorhizobium meliloti.

symbiotique Medicago

3

Fichier Affichage
Probset MTGEAV3:Carvalho:nodule,Nod 6dpi_R3
Mtr.30018.1.51_at 638.46B8666666667
Mtr.39919.1.51_at 342.989 826.718333333333
Mtr.399.1.51 at 8.58888333333333
Mtr.39928.1.51_at 485.526333333333
Mtr.39921.1.51_at 83.08248666666667
Mtr.3002.1.51_at 8.16655 9.82674 9.42391

Edition Format Aide

MTGEAV3:Benedito_2068:nodule,Nod_ledpi_R1

364.276333333333 381.694 368.218666666667
736.561666666667 340.0884 184.55

11.1885266666667 168.7655833333333

345.357666066667 359.837333333333

148.654333333333 124 . 755666666667

16.4662166666667 7.85283

Mtr.39922.1.51_at 485.946333333333 71.8533 116.761833333333 310.483600006667
Mtr.39923.1.51 at 749.412666666667 663.266333333333 549.2082666666667
Mtr.36024.1.51_at 1866.77433333333 387.743666666667 371.416666666667
Mtr.39925.1.51_at 484.689333333333 198.4416660666667 213.823 123.851333333333
Mtr.39926.1.51_at 169.482 82.8863 105.8766 137.944333333333 71.9383666666667
Mtr.39926.1.51_s_at 584.486333333333 467 .607666666667 542.504666666667
Mtr.39927.1.51_at 131.21 67.94636660060007 91.8297333333333 32.1007666666667
Mtr.39928.1.51_at 34 .8379666666667 32.565 24.8142 48.1154 16.1602666666667
Mtr.36029.1.51_at 11.5434666666667 16.8951333333333 14.98085666666667
Mtr.39930.1.51_at 346.08496006606667 202.5776660666667 181.4846066606667
Mtr.39931.1.51_at 145.791666666667 76.8188333333333 66.2572 138.875 82.15596
Mtr.3603.1.51_at 7.84656333333333 8.83465666666667 16.26808533333333
Mtr.39932.1.51_at 519.300 700.80960660060007 697.455333333333 680.788333333333
Mtr.39933.1.51_at 118.885666666667 138.0816666666667 150.616666666667
Mtr.39934.1.51_s_at 273.183333333333 334.27B8666666667 333 .857666666667
Mtr.39935.1.51_at 1e09.99766666667 326.252333333333 478.221333333333
Mtr.39936.1.51_at 160.489333333333 136.522666666667 171.743333333333
Mtr.36037.1.51_at 48.5884666666667 26.5286 21.6852 28.58309666666667 24,1885
Mtr.39938.1.51_at 20,979 35.2956 32.7165333333333 21.4247 46.8783333333333
Mtr.39939.1.51_at 464 .381666666667 3731.58333333333 3747.61 3157.71666666667
Mtr.30046.1.51_at 186.948 119.736666666667 188.5413 5@.4402 221.353666666667
Mtr.39941.1.51_at 126.893600066667 129,374 125.948333333333 98.3154333333333

Mtr.
Mtr.
<

3994.1.51_at
36042.1.51 at

8.44398333333333
22.3566 26.4504333333333

18.9857966666667
15.3941666666667

9.56642 18.1791866666667

13.1568 19.82676

Ln 8, Col 44

MTGEAV3:Benedito_2008:nodule,Nod_14dpi_
564.578333333333

©.41930333333333
323.462333333333
58.5336 134.088666666667

©.0938133333333
348.215

204.724
796.687666666667 348.133
575.184333333333 653.689

399.561
5686.565666666667 438.179

169.892333333333

138.862866666667

258.063606666607

66666667

6.76504666666667
488.436333333333

56.4382666666667

287.317333333333

685.059 923.873

145.697 127.451666666667

17.938133333333
186.8916066666€

11.8167

218.089086666666€
264.8206666666E

2159.18333333333

129.197333333333
11.3488966666667

66666667
0%

Windows (CRLF) UTF-8

Enfin, dans le cadre de I'analyse statistique, les données obtenues ont été classées (Tableau 5),

et les 250 premiers et 250 derniers génes ont été selectionnés.

11.2.4 Etude statistique par Python :

Ce code effectue une analyse sur un fichier de données TSV contenant des interactions

plante-microbe. Il filtre les données en fonction de certaines conditions, extrait un probset

d'intérét, calcule les distances euclidiennes entre ce probset et les autres probsets, et affiche les

probsets les plus liés en termes de distance euclidienne. Le code visualise également ces

distances a l'aide d'une carte thermique.
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11.2.4.1 Les étapes du code :

Importer les bibliotheques nécessaires.

o o

Charger le fichier TSV dans un DataFrame pandas.

Définir et appliquer les conditions pour filtrer les colonnes.

a o

Vérifier I’existence du probset d’intérét et extraire ses données.

Calculer les distances euclidiennes entre le probset d’intérét et les autres probsets.

=h @D

Afficher les probsets les plus proches et enregistrer le résultat dans un fichier CSV.

g. Visualiser les distances avec une carte thermique.

)

ets_to_display = 20

top_related probesets - related probesets.head(num_probesets_to_display)

Hs B, probeset_of interest, ":")

+ code + Markdown | [> RunAll = Clear All Outputs | i= Outline ---

Figure 9 : Code python de calcule les distances entre 1’expression des probsets « partie 2 »
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+ code + Markdown | [> RunAll = Clear All Outputs | = Outline -

probeset_data = mean_data. loc[ [probeset_of_interest]]

distances = cdist(probeset_data, mean_data, metric='euclidean').flatten()
distance df = pd.DataFrame(distances, index-mean data.index, columns=['Di
related_probesets = distance_df.sort_values(by="Distance")
num_probesets_to_display - 2@

related_probesets. head(num_probesets_to_display)

+ Code + Markdown | [> RunAll = Clear All Qutputs | = Outline --- B python 3121

print(£"T
print(top,

top_related_probesets.to_csv("r

T, cmap='viridis', annot=True, char=True)

beset_of_interest} and the {num_probesets_to_displ

Figure 11 : Code python de calcule les distances entre 1’expression des probsets « partie 4 »
11.2.4.2 Commandes et Formules utilisées :

e Lecture du fichier CSV avec pandas

pd.read csv(file path, sep= , index col=0)

e Calculer les distances avec scipy

cdist(probeset data, filtered data, metric=

e Visualisation des données avec seaborn et matplotlib

sns.heatmap(top related probesets.T, cmap=
plt.show()

T &
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I11. Résultats et discussion :

111.1 Résultats :

Une fois que les données relatives a l'interaction symbiotique Medicago truncatula-
Sinorhizobium meliloti ont été analysées statistiquement, le programme nous a fourni les
résultats sous forme d'une carte thermique et a choisi les 20 génes les plus proches des genes
MTLB7.

0 0093 012 015 015 017 017 017 017 018 018 019 021 022 022 0322 NS vCaiv Ve

Figure 12 : Carte thermique des distances euclidiennes entre Mtr.40140.1.S1_at et les 20

Probsets les plus proches.

Tableau 6 : Distance euclidiennes entre Mtr.401440.1 .S1_at et les 20 probsets les plus

proches avec leurs Annotations.

Probset Distance Annotation
Mtr.8433.1.S1 s at 0.093363 Ubiquitin-40S ribosomal
protein S27a;PROBABLE

UBIQUITIN
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Mtr.38556.1. S1_at

0.117747

Nodule-specific Cysteine-Rich
peptide

Putative Late nodulin

Mtr.37525.1. S1_at

0.149297

MAJOR INTRINSIC PROTEIN
(NODULIN26-LIKE) MIP
family; Putative major intrinsic

protein

Mir.37302.1. S1_s_at

0.153155

Putative Late nodulin

Mtr.43635.1. S1_at

0.166477

Nodule-specific Cysteine-Rich
peptide

Putative Late nodulin

Mtr.35599.1. S1 s at

0.167078

Late nodulin

Mtr.40731.1. S1_at

0.167522

PUTATIVE Calmodulin-like
protein Calcium-binding
[PUTATIVE NODULIN]

Mtr.40135.1. S1_at

0.171792

Nodule-specific Cysteine-Rich
peptide HYPOTHETICAL
conserved cysteine clusters
PSENOD3 late nodulin famil

Mtr.22597.1. S1_s_at

0.179427

Pyridoxal phosphate-dependent
transferase

Msa.2941.1. S1_at

0.181884

Papain cysteine protease

Mtr.40199.1. S1_at

0.192011

Aluminium induced protein with
YGL and LRDR motifs, Putative

nucleophile aminohydrolase

Mtr.1775.1. S1_s_at

0.210786

Putative Late
nodulin;HYPOTHETICAL

Mtr.52342.1. S1 _at

0.217238

Nodule-specific Cysteine-Rich
peptide
Putative Late, Armadillo-like
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helical;PUTATIVE Nodulin 3

family-related (Cys conserved)

Mtr.12217.1. S1_at

0.217820

CYSTEINE PROTEINASE
PRECURSOR Papain cysteine

protease

Mtr.31412.1. S1_s_at

0.221905

Nodule-specific Cysteine-Rich
peptide Putative Late

Mtr.34601.1. S1_s_at

0.246173

ASPARTIC PROTEINASE
PRECURSOR Aspartic protease
Al

Mtr.18384.1. S1 s at

0.249269

Late nodulin;hypothetical

protein

Mtr.12580.1. S1 s at

0.291890

Disease resistance
protein;PUTATIVE Vfnod-
CCP5 conserved Cysteine
cluster late nodulin family

Mtr.8505.1. S1_at

0.318473

BURP domain;EARLY
NODULIN 20 PRECURSOR

111.2 Discussion :

Chez Medicago truncatula, la nodulation est un processus complexe qui est controlé

par de nombreux génes. L'analyse des probsets les plus proches de Mtr.40140.1. S1_at a mis

en évidence différentes familles de génes contribuant a la nodulation. Chaque famille joue un

réle particulier et crucial dans la formation et la fonction des nodules. Le r6le des genes des

familles identifiées dans le processus de nodulation est abordé dans cette section.

111.2.1 Famille des Peptides Riches en Cystéine Spécifiques aux Nodules (NCR) :

Mtr.38556.1. S1_at, Mtr.43635.1. S1_at, Mtr.40135.1. S1_at, Mtr.52342.1. S1_at,

Mtr.31412.1. S1_s_at. lIs font partie de la catégorie des peptides cystéiniques spécifiques aux

nodules (NCR). La formation et le maintien des nodules sont influencés par ces peptides qui

régulent la différenciation et la persistance des bactéries symbiotiques a l'intérieur des cellules
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végeétales. La perméabilité membranaire et la réponse immunitaire de la plante sont également
influencées par les NCR, ce qui favorise une symbiose efficace (Van de Velde et al., 2010).

111.2.2 Famille des Nodulines Tardives :

famille des nodulines tardives comprend les génes Mtr.37302.1. S1_s_at, Mtr.35599.1.
S1 s at, Mtr.40731.1. S1 at, Mtr.1775.1. S1_s at, Mtr.18384.1. S1 s at, Mtr.12580.1.
S1 s at. En général, ces génes sont présents a des stades plus avancés de la formation des
nodules et jouent un réle dans leur maturation et leur fonctionnement. La fixation de I'azote, la
protection contre le stress oxydatif et la gestion des métaux lourds sont des fonctions
essentielles des nodulines tardives pour une symbiose durable et efficace (Mergaert et al.,
2003).
111.2.3 Famille des Protéines a Domaine Papain Cystéine Protéase :

Les genes Msa.2941.1. S1_at et Mtr.12217.1. S1_at sont liés a la famille des protéines
a domaine papain cystéine protéase. Ces protéines ont un r6le essentiel dans la dégradation des
protéines et la régulation du cycle cellulaire, ce qui est crucial pour la formation des nodules et
le recyclage des protéines dans les cellules végétales. Elles jouent également un réle dans la
réaction de la plante face aux stress biologiques et abiotiques (Beers et al., 2004).

111.2.4 Famille des Protéines a Domaine BURP et Aspartic Protéinase :

La famille des protéines a domaine BURP et aspartic protéinase comprend
respectivement les génes Mtr.8505.1. S1_at et Mtr.34601.1. S1_s at. La régulation de la
croissance et de la morphogenese des nodules est influencée par les protéines a domaine BURP.
Les protéinases aspartiques participent a la maturation des protéines et a la réponse immunitaire
de la plante, ce qui leur permet de se défendre contre les pathogenes et de réguler les processus
de nodulation (Bateman et al., 2004 ; Mutuku and Nose, 2012).

111.2.5 Protéines Ubiquitin et Liées au Métabolisme :

Les génes Mtr.8433.1. S1\ s\ at, Mtr.37525.1. S1 s at, Mtr.40199.1. S1 s at et
Mtr.22597.1. S1_s_at sont responsables de la conception de protéines qui jouent un réle dans
différents aspects du métabolisme cellulaire et le contrle des protéines. Le ciblage des
protéines pour la dégradation est effectué par l'ubiquitine et les protéines ribosomales, ce qui
permet de réguler la quantité et la qualité des protéines disponibles pour la nodulation (Callis,
2014). Selon Maurel et al. (2008) et Tamura et al. (2003), les protéines de la famille MIP

(major intrinsic protein) et les protéines induites par l'aluminium jouent un réle dans la
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régulation de l'osmolarité cellulaire et la protection contre le stress, ce qui favorise le
développement des nodules.

En résumé, les genes repérés dans cette recherche font partie de différentes familles
fonctionnelles, chacune ayant un réle spécifique dans la nodulation de Medicago truncatula. Il
est indispensable de contréler I'expression de ces génes et leurs interactions complexes afin
d'assurer une symbiose efficace et pérenne. Une meilleure compréhension des mécanismes qui
sous-tendent I'expression et la fonction de ces genes pourrait ouvrir de nouvelles perspectives
pour améliorer la symbiose fixatrice d'azote, avec des conséquences significatives pour

I'agriculture et la gestion des sols.
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Conclusion et perspectives

La symbiose entre Medicago truncatula et Sinorhizobium meliloti est un processus
complexe, contr6lé par plusieurs genes. L'étude des génes les plus proches de Mtr.40140.1.
S1 at a révélé diverses familles de génes qui jouent un réle essentiel dans la nodulation. Les
peptides riches en cystéine spécifiques aux nodules (NCR) ont un rdle essentiel dans la
régulation de la différenciation et de la persistance des bactéries symbiotiques, ce qui a un
impact sur la perméabilité membranaire et la réponse immunitaire de la plante. Les nodulines
tardives jouent un role crucial dans la maturation des nodules et la fixation de I'azote, tout en
protégeant contre le stress oxydatif. Les protéines du domaine Papain Cystéine Protéase jouent
un réle dans la dégradation des protéines et la réponse au stress, tandis que les protéines du
domaine BURP et Aspartic Protéinase régulent la formation des nodules et contribuent a la
réponse immunitaire de la plante. Finalement, l'ubiquitin et les protéines liées au métabolisme
cellulaire jouent un réle essentiel dans la régulation des protéines et la régulation de I'osmolarité

cellulaire, ce qui favorise le développement des nodules.

Cette étude offre une meilleure compréhension des fonctions spécifiques des différentes
familles de genes dans la nodulation de Medicago truncatula. Cependant, pour optimiser les
bénéfices de cette symbiose pour l'agriculture et la gestion des sols, plusieurs éléments
nécessitent une analyse approfondie. Il y a les points de vue suivants : Faire des analyses
fonctionnelles supplémentaires en utilisant des techniques avancées comme CRISPR-Cas9 afin
de confirmer les fonctions des genes identifiés ; étudier les interactions entre ces genes et
d'autres genes symbiotiques ou de réponse au stress afin de détecter des interactions cruciales
qui impactent la nodulation ; prendre en compte des données transcriptomiques, protéomiques
et métabolomiques afin d'avoir une vision globale des mécanismes de nodulation. Appliquer
les connaissances acquises afin de développer des variétés de léegumineuses qui favorisent une

symbiose optimale.

En conclusion, cette étude ouvre la voie a des recherches futures prometteuses,
approfondissant notre compréhension de la relation entre les légumineuses et les bactéries, et

proposant des solutions pratiques pour améliorer la productivité agricole et la santé des sols.
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Etude bioinformatique des génes liés a ’interaction symbiotique « Medicago

truncatula — Sinorhizobium meliloti »

Mémoire pour I’obtention du diplome de Master en Bioinformatique

L’objectif du présent travail est la recherche de génes impliqués dans la réponse aux interactions
plante-microbe du l'interaction symbiotique du modéle biologique medicago truncatula — sinorhizobium
meliloti par une annalyse in silico de données de transcription issues de puces affymetrix et en utilisant un

géne clé MTLB7comme gene de référence.

Nous utilisons les données d'expression génique des puces Affymetrix, accessibles via la base de
données Mtgea expliquant le processus de sélection des données, d'identification des génes d'intérét et
d'analyse statistique réalisée a l'aide de Python. 1l démontre également I'utilisation de MTGEA pour explorer
les profils d'expression génique de Medicago truncatula, ainsi qu'un code qui analyse les interactions plante-
microbe en filtrant les données, en calculant les distances euclidiennes entre les genes et en produisant une

visualisation sous la forme d'une carte thermique.

Les résultats obtenus montrent que les génes impliqués dans cette réponse sont différents et
appartiennent a plusieurs groupes comme : famille des nodulines tardives, famille des peptides riches en

cystéine spécifiques aux nodules, protéines ubiquitin et liées au métabolisme et d’autres.
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