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Résumé :

Les plantes de la famille des Légumineuses sont capables d’établir une interaction
symbiotique avec des bactéries du sol, collectivement appelées « Rhizobium ». Cette
interaction aboutit a la formation d’un nouvel organe appelé « nodule » et dans lequel les

bactéries différenciées fixent 1’azote atmosphérique au bénéfice de la plante hote.

Les facteurs « Nods » rhizobiens sont des molécules clés responsables de la spécificité
d’hote, et sont capables a eux seuls d’induire de nombreuses réponses développementales
racinaires. Parmi les acteurs moléculaires intervenant dans la signalisation symbiotique, on
cite le gene dmi2 dont I’expression est fortement induite au cours du processus de nodulation

chez les Légumineuses.

L’objectif de ce travail est de créer une base de données de dmi2 afin de comparer la
structure fine de ce gene au sein de différentes espéces végétales. Cette base de données
regroupe toutes les informations concernant ce gene : taille, nombre d’introns et d’exon,
nombre d’acides aminés. Les résultats montrent que la structure de dmi2 est différente ainsi
que indépendante et spécifique pour chaque espéce végétale a 1’exception de sa présence

qu’en une seule copie au niveau de toute les espéces végétales.

Mots clés : Légumineuses, Rhizobium, nodulation, facteurs « Nods », dmi2, base de données.



Abstract:

The plants of the legume family are able to establish a symbiotic interaction with soil
bacteria collectively "Rhizobium". This interaction leads to the formation of a new body
called "nodule™ and in which the differentiated bacteria fix atmospheric nitrogen for the
benefit of the host plant.

The Factors "Nods" rhizobia are key molecules responsible for host specificity and are
capable alone of inducing many answers developmental root . Among the molecular players
involved in the symbiotic signaling, mention the dmi2 gene whose expression is strongly

induced in the nodulation process in legumes.

The objective of this work is to create a dmi2 database to compare the fine structure of
this gene in different plant species. This database includes all the information about this gene:
size, number of introns and exon number of amino acids. The results show that the dmi2
structure is different and independent and specific for each species with the exception of its

presence only in one copy in all plant species.

Keywords : Legumes, Rhizobium , nodulation, factors "Nods", dmi2, database.
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dmi3 : doesn’t Make Infection 3
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GFP : Green fluorescent Protein
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NO : Oxyde Nitrique

NodD : Facteur Nod Dependent
NORK : Nodulation Receptor kinase

NSP : Nodulation Signaling Pathway
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Introduction générale

L’azote, constituant essentiel des molécules biologiques telles que les nucléotides,
les acides aminés, et les protéines, est un nutriment indispensable a la croissance et au
développement des plantes. Méme si il fait partie des éléments les plus abondants sur terre,
c’est également un des principaux facteurs limitant pour la croissance des plantes (Wang et
al., 2012). Dans les sols, on le trouve principalement sous sa forme gazeuse (N3), non
assimilable par les plantes, alors que les formes assimilables comme I’ammonium (NHa4"),
le nitrate (NO3), ou le nitrite (NO2) y sont trés peu retenues. Pour faire face a ce probléme,
I’utilisation de fertilisants azotés constitue, dans 1’agriculture, 1’un des principaux recours.
Entre 1960 et 2000, elle est passée de 10 a 88 millions de tonnes, et les prévisions pour
2040 font état de I’utilisation de 120 millions de tonnes (Vance, 2001).

Cependant, une grande quantité d’azote résiduel n’est pas absorbée par les cultures
et reste dans le sol, engendrant de nombreux problemes environnementaux et sanitaires tels
que I’émission de gaz a effets de serre ou encore la pollution de I’air et de 1’eau. De plus,
les prix d’engrais azotés ne cessent d’augmenter depuis les années 2000, compte tenu de la

raréfaction des énergies fossiles et des politiques de lutte contre le changement climatique.

Les formes d’azote disponibles pour les plantes peuvent ¢galement étre renouvelées
dans les sols de maniere naturelle, par des processus de minéralisation de la matiére
organique, ou par I’action de certains microorganismes spécialisés .De plus les plantes de
la famille des Légumineuses peuvent établir une symbiose avec des bactéries du sol, les
Rhizobia, qui sont capables de fixer ’azote atmosphérique dans des excroissances

racinaires appelées « nodosités » (ou nodules).

La culture de ces plantes ne nécessite donc pas (ou tres peu) de fertilisants azotés
pour leur croissance. Les Légumineuses sont en outre des especes a propriétés
agronomiques intéressantes : leurs graines sont riches en protéines (feve, soja, pois sec,
lentilles, haricots...), et leurs parties aériennes sont utilisées dans la constitution des
fourrages (luzerne, tréfle...). Cultivées sur environ 15% des terres arables dans le monde,
on estime que les légumineuses couvrent 33% de nos besoins alimentaires en azote, et

permettent la production de plus de 35% d’huile végétale industrielle.

Au-dela des apports nutritionnels, 1’introduction de Légumineuses dans une
rotation de cultures a des effets bénéfiques, conduisant notamment a une moindre

utilisation d’engrais azotés. Ainsi, il est estimé que la mise en culture de 514 000 hectares
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supplémentaires de Légumineuses sur des surfaces occupées par des céréales ou des
graminées fourragéres permettrait d’économiser environ 90 000 tonnes d’engrais azotés

par an (Graham et Vance, 2003).

L’interaction symbiotique Légumineuses/Rhizobium est trés spécifique, elle
dépend d’une reconnaissance entre des exsudats racinaires de la plante hote qui se
comportent comme étant des inducteurs de 1’h6te végétale pour attirer les facteurs
bactériens appelés « facteurs Nod ». Ces facteurs sont essentiels pour 1’activation d’une
voie de signalisation qui favorise ensuite 1’organogenese de nodosités indispensable a la
fixation de I’azote. Ce processus aussi est conditionné par I’intervention des certains génes
tel que le géne dmi2 (doesn 't make infections 2) qui appartient au partenaire végetal et qui
intervient dans la cascade de la voie de signalisation pour réguler la démarche de cette

interaction symbiotique.

- Objectifs du travail :

L’objectif du travail est la création d’une base de données (BD) du géne dmi2 afin
d’étudier sa structure fine au sein de différentes espéces végétales qui établissent des

interactions symbiotiques.

Cette BD englobe toutes les informations concernant ce gene (taille, nombre
d’introns et d’exon, nombre d’acides aminés...etc.) dans le cadre de mieux regrouper les

données de dmi2 d’une maniére structurée et organisée sur un support in silico.
- Le mémoire est présenté en trois chapitres :

Le premier chapitre est consacré a une étude bibliographique sur la symbiose

rhizobienne et la voie de signalisation «Nod-dependante ».

Le second chapitre représente 1’approche méthodologique pour la création de la BD
ou on a déterminé le systeme utilisé et les étapes nécessaires pour la création de cette

derniére.

Le troisieme chapitre représente les résultats de la base de données du géne dmi2 ou

on a présenté la structure fine de ce géne au sein des différentes especes.
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Chapitre | : La symbiose rhizobienne

. La fixation de I’azote

1. Le cycle de I’azote

L'atmosphere terrestre est composée a pres de 80% d’azote (N2) qui est un élément
important dans la constitution de nombreuses molécules organiques (acides aminés et
protéines, en particulier) (Zahran, 1999). Les plantes ne peuvent pas assimiler l'azote
moléculaire (atmosphérique), ce dernier est assimilé par les racines sous forme de nitrates
(NO3) ou, parfois, d'ions ammonium (NH,"). Ces ions proviennent de la décomposition de

la matiére organique azotée dans le sol (Drevon, 2004).

L'azote se déplace sans cesse entre sa forme minérale et sa forme organique. Les
molécules organiques contenant de I'azote se décomposent dans le sol sous l'action des
microorganismes du sol. Cette décomposition produit de I'azote sous forme minérale (des
nitrates). Les plantes utilisent les nitrates puisés par leurs racines pour fabriquer de la

matiére organique azotée ; et le cycle recommence.

Les plantes produisent de la matiére organique azotée (acides aminés et autres
molécules organiques azotées) a partir des sucres fabriqués par photosynthése et d’ions
NOs puisés dans le sol. Les animaux utilisent la matiére organique azotée des plantes pour
fabriquer leur propre matiére organique azotée. Les décomposeurs du sol (bactéries,
mycetes) transforment la matiere organique azotée provenant des plantes ou des animaux
morts en CO,, H,O et ammoniac NHs. Au contact de I'eau, I'ammoniac se transforme en
ions NH, © D’autres bactéries du sol, les bactéries nitrifiantes, transforment le NHs * en
nitrate NO3™ qui peut étre assimilé par les plantes. Certaines plantes peuvent assimiler 1’ion

NH, * qui se forme directement & partir d’ammoniac (Figure 1).

2. Les principales sources d’azote
2.1. Le sol

La premiere source d’azote utilisée par les plantes est 1’azote du sol. En absence de
tout apport d’engrais les plantes non fixatrices d’azote utilisent I’azote du sol durant leur
cycle physiologique. Méme les plantes fixatrices d’azote atmosphérique utilisent d’abord
I’azote de la semence et du sol durant la premiére phase de la croissance. L’azote du sol est
essentiellement sous forme organique. C’est par minéralisation que la matiére organique du

sol libére 1’azote utilisable par les plantes.

-
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Figure 1 : Le cycle de I’azote (Saoudi, 2008)

L’azote inorganique ou azote minéral, principalement NOs et NH4*, disponible
pour la plante, constitue une petite fraction de I’azote total du sol (2-5%). L’azote minéral
se trouve essentiellement dans la solution du sol et une petite quantité de NH," adsorbée
aux sites d’échange cationique sur les colloides du sol. Trés peu de N est libéré des

minéraux du sol (Newton, 1998).
2.2. Les amendements organiques

Les amendements organiques ont une origine végétale. Ils allegent les terres
lourdes, donnent du corps aux terres légeres et reconstituent le stock de matiere
organique du sol. Par leur minéralisation progressive, ils permettent de nourrir durablement
les végeétaux, sans risque de lessivage, tout en assurant une meilleure circulation de l'air et
de l'eau. En fait, ils "nourrissent™ le sol avant de nourrir la plante, une fois la matiére

organique décomposeée en substances minérales assimilables.

Les résidus organiques laissés sur le sol aprés les récoltes constituent une litiere
temporaire. Quand ils sont enfouis en début de saison, ces résidus enrichissent la matiére
organique du sol. Les principaux amendements organiques incorporés aux sols sous forme
de fumier d’animaux d’élevage a l'automne ou de compost en fin dhiver viennent

également enrichir et constituent une source d’azote et d’humus. Les fumiers contiennent



https://www.jardiner-autrement.fr/component/glossary/Glossaire-1/m/mati%C3%A8re-organique-31/
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de I’azote mineéral, principalement sous forme ammoniacale et de 1’azote organique, alors
que les composts ne contiennent pratiquement que l’azote organique, Sachant que les
fumiers fournissent de 45 a 70 % de 1’azote totale, alors que les composts fournissent

jusqu'a 50 % d’azote.

2.3. Les engrais minéraux

L’azote du sol et les amendements organiques ne suffisent pas pour atteindre des
rendements optimums. Des engrais minéraux azotés sont utilisés comme complément
d’azote pour augmenter les rendements et intensifier la production végétale. Dans
’agriculture conventionnelle, la plus grande partie de 1’azote minéral vient des engrais
dissous avec une contribution de minéralisation de 1’azote organique dans sol par ailleurs
plusieurs types d’engrais minéraux azotés sont utilisés par les producteurs comme : 1’urée,

les solutions azotés, toutes fois 1’urée reste 1’engrais le plus utilisé.

L’urée avec 46% d’azote sous forme ammoniacale, est I’engrais sec le plus riche
en azote et il est completement soluble a 1’cau, il agit moins rapidement que les nitrates et
son effet dure plus longtemps. En revanche, les solutions azotés peuvent étre obtenus a la
suite d’un mélange d’ammoniac, de nitrate d’ammonium, d’urée et d’eau et contiennent en

moyenne entre 28% et 32 % d’azote (Ziadi, 2007).
2.4. Les interactions plantes/bactéries

La plus grande partie de 1’azote de la biosphére se trouve dans I’atmosphere (Foth,
1990). La fixation d'azote est le principal moyen naturel par lequel I'azote atmosphérique
est ajouté au sol. Mais seul un nombre réduit de genres bactériens vivant librement ou en
symbiose avec les plantes sont capables de réduire I’azote moléculaire de 1’atmosphere.
Par la symbiose entre les bactéries réductrices de 1’azote atmosphérique, une grande partie
des Légumineuses utilisent principalement 1’azote provenant de 1’atmosphere. A 1’échelle
mondiale, la fixation biologique annuelle de I’azote est estimée au double de I’utilisation
mondiale des engrais. Elle est trés importante pour fournir I’azote disponible pour les
plantes dans les systémes naturels et dans les regions agricoles ou I'engrais synthétique est

trop cher ou non disponible (Newton, 1998).
3. La fixation non-biologique de I’azote

Au niveau mondial, on estime que la masse d'azote fixé par voie biologique est de

100 millions de tonnes par an (Graham et Vance, 2003), soit le méme ordre de grandeur

-



Chapitre | : La symbiose rhizobienne

que la production d’azote fixé par 1’industrie chimique a 1’aide du procédé d’Haber-Bosch
(1909). Il est anticipé que la production d’engrais azotés par voie chimique continue a
progresser au cours du temps pour atteindre les 120 millions de tonnes en 2040 (Vance,
2001). Le processus de fabrication chimique est trés codteux, car le marché du pétrole
influence le cours des engrais azotés. La fixation non biologique corresponde a la fixation
industrielle de lI'azote qui peut produire de I'engrais azoté a partir de lI'azote de l'air par la

réaction de Haber-Bosh.

Le dihydrogene est produit a partir de gaz naturel (CH4). L'ammoniac produit peut
étre utilisé directement ou converti en nitrates (ex. nitrate de sodium NaNOs ou nitrate
d'ammonium NHsNOs). Il faut I'équivalent de 2 a 3 tonnes de pétrole pour produire une
tonne d'engrais azoté par le processus Haber-Bosch (le gaz naturel pour fournir
I'nydrogéne et température et pression élevées nécessaires pour la réaction). On produit
environ 40 millions de tonnes d'ammoniac par le procédé Haber/Bosh par année. C'est

environ 1/5 de ce qui est produit par les bacteéries fixatrices d'azote sur toute la planéte.

La moitié de I'engrais ajouté est absorbée par les plantes cultivées. Le reste est
absorbé par d'autres plantes ou lessivé. Les hauts rendements agricoles qui permettent
actuellement de nourrir la population mondiale ne seraient pas possibles sans cette

production industrielle d'engrais azoté.
4. La fixation biologique de I'azote

C'est le processus de la fixation biologique de I'azote qui permet de produire des
substances protéiques a partir de l'azote gazeux présent dans I'atmosphere et
l'environnement. C’est une réduction enzymatique de N, (azote moléculaire) en azote
ammoniacal, ou ammoniac (NHj3). Cette forme d’azote combine, appelée intermediaire-clé,
représente la fin de la réaction de fixation et le début de I'incorporation de I'azote fixé dans
le squelette carboné (Hopkins, 2003).

Dans le systeme biologique fixateur de N, les conditions optimales de la catalyse
biologique correspondent a une pression de 0,2 a 1,0 atmosphérique de N, et une
température de 30-35°C, alors que les conditions de la catalyse chimique sont trés séveres
(pression de 250- 1.000 atm de N2 et température de 450°C).

-
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4.1. Les fixateurs libres

Les fixateurs libres comprennent des genres treés divers : des bactéries aérobies
chimioorganotrophe (Azotobacter, Azospirillum, Acetobacter, diazotrophicus), des
bactéries anaérobies strictes (Clostridium) ou des aérobies facultatives (Klebsiella,
Bacillus, Pseudomonas), des bactéries phototrophes a photosynthése anoxygénique
(Rhodobacter, Rhodospirillum) et des cyanobactéries (Synechococcus) appelées aussi
« algues bleues ». Ces associations vont de la simple multiplication bactérienne a la surface
de la racine a la colonisation des espaces intercellulaires, caractéristiques des bactéries

endophytes.

D’autres associations avec les fixateurs libres ont évolué en de véritables
symbioses, mais sans organogenese particuliére au niveau de la plante. C’est le cas de
bactérie endophyte Azoarcus qui peut pénétrer dans les cellules de la graminée tropicale
Leptochloa fusea (Hurek, 1997).

4.2. Les fixateurs symbiotiques

La réduction de 1’azote étant cotiteuse en énergie, les systemes les plus efficaces
sont ceux qui permettent un couplage entre la photosynthése et la fixation biologique de
I’azote. Dans ces associations fixatrices d’azote, le microorganisme induit 1’apparition de
structures différenciées, appelées « nodules », chez le partenaire végétal, et lui fournit une
grande partie de I’azote nécessaire a sa croissance. C’est le cas des systeémes associant des
plantes de la famille des Légumineuses et certaine bactérie Gram négatif, communément et
collectivement appelées « Rhizobias » ou « bactéries nodulant les Légumineuses (BNL) »
(Moulin, 2002).

D’autres bactéries actinomycetes du genre Frankia (bactérie Gram positif,
filamenteuses et sporulantes) nodulent des plantes ligneuses appartenant a différentes
familles de dicotylédones appelées les plantes actinorhiziennes, dont les genres Alnus,
Eleagnus, Casuarina ou Myrica (Benson et Silvester, 1999). En outre, plusieurs espéces
de Parasponia de la famille des Ulmaceae, peuvent également développer des nodules
fixateurs d’azote avec certaines bactéries (Davey et al., 1993).

Les orages sont aussi considérés comme une forme de fixation de I’azote
biologique. Au voisinage des éclairs, les hautes températures et pressions engendrées

permettent la formation d'oxydes d'azote qui retombent au sol avec la pluie.

-
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I1. L’interactions symbiotiques Rhizobium-Légumineuses
1. Généralités sur la symbiose rhizobienne

La majorité des espéces de Légumineuses peuvent entrer en symbiose avec des
bactéries appelées « Rhizobias ». Ces symbioses ont des phénotypes tres variés, aux
regards de la localisation, de la forme, et de ’anatomie des nodules engendrés (Boivin et
al., 2009). Ces bacteéries de la famille des Rhizobiascées et du genre Rhizobium peuvent
infecter les racines de ces Légumineuses entrainant la formation d’un organe spécialisé, le
«nodule », a I'intérieur duquel la bactérie se différencie en bactéroide, capable de fixer

I’azote atmosphérique.

La symbiose rhizobienne commence par D’attachement des bactéries (ou
microsymbiontes) aux poils absorbants des racines de la plante ; on pense que cette liaison
initiale dépend d’une reconnaissance cellulaire entre des molécules de surface comme des

glycoprotéines des bacteéries et de la plante.

Le partenaire végétal va permettre aux bactéries de bénéficier d’un micro habitat
exceptionnellement favorable en leur procurant un apport en substrats carbonés issus de la
photosynthése nécessaires a leur nutrition. En échange, ces Rhizobias vont fixer et réduire
I’azote atmosphérique en ammonium, directement assimilable par les plantes hotes se qui
aide la plante & survivre et a rivaliser efficacement sur les sols pauvres en azote.
L’¢tablissement et le fonctionnement de la symbiose sont sous le contrdle génétique de

chacun des deux partenaires (Postgate, 1974).

2. Spécificité de la symbiose rhizobienne

La symbiose Légumineuses-Rhizobium est tres spécifique. Un Rhizobium donné
n’est capable d’effectuer une symbiose fixatrice d’azote que si ’autre partenaire appartient
a son spectre d’hote et le contraire est juste. Les amplitudes des spectres des Légumineuses
et des Rhizobias sont trés variables. Certaines espéces de Légumineuses peuvent étre
infectées par des Rhizobias provenant de genres bactériens différents tandis que d’autres
especes sont tres restrictives et ne s’associent qu’avec un nombre trés réduit de symbiontes.
Ces spécificités d’hote sont généralement dépendantes de la composition des exsudats
racinaires les « flavonoides », ainsi que de la nature de déterminants moléculaires secrétés
par les Rhizobias appelés « facteurs Nods » (Perret et al., 2000b). Cette spécificité s’agit-il
donc de la reconnaissance entre les flavonoides et les facteurs Nods.

-
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Les premiéres étapes de linteraction symbiotique sont caractérisées par la
production de facteurs « Nods » bactériens, la réorientation de la croissance apicale des
racines des cheveux, la formation d'un fil d'infection dans les chevelus racinaires, et
I'induction de la division cellulaire dans les cellules corticales internes des racines,

conduisant & une formation de primordium nodulaire.

Les derniéres découvertes ont détecté d’autres facteurs qui peuvent déterminer la
specificité dans les étapes précoces de cette interaction symbiotique. Ces facteurs sont
les dérives reactifs de lI'oxygene (DRO, en anglais Reactive Oxygen Species, ROS) et de
I’Oxyde Nitriqgue (NO). Ce sont des signaux déterminants pour arbitrer la spécificité de
cette association mutualiste et des modifications dans leur contenu peuvent nuire au
développement de l'association symbiotique. La diminution du niveau ROS empéche la
formation du fil d’infection, et celle de NO conduit a la formation de nodule retardée. Dans
les poils absorbants, tandis que NADPH oxydases se sont révélés produire des ROS qui

pourrait étre impliqué dans le processus de croissance de la coiffe racinaire.

Les ROS sont des dérivés chimiques oxygéenées telles que des radicaux libres,
des ions oxygénés et des peroxydes, rendus chimiquement trés réactifs par la présence
d'électrons de valence non appariés. Les DRO peuvent étre d'origine exogéne produits par
des rayonnements ionisants par exemple ou bien endogene, apparaissant comme sous-
produits du métabolisme normal de I'oxygene et jouant alors un réle important dans la
communication entre les cellules. Leur concentration peut cependant croitre
significativement en période de stress sous l'effet de la chaleur ou de I'exposition
aux ultraviolets par exemple et endommager les structures cellulaires, ce qu'on appelle
le stress oxydant. Ceci conduit a la perturbation de métabolisme de la plante et donc vont
inhibés la secrétion des métabolites secondaires telles que les flavonoides intervenant dans

le processus de la reconnaissance entre 1’hote et la bactérie.

La transcriptomique a déterminé le succeés d’intervention des ROS et NO dans le
processus d'infection, I'induction de I'expression de la noduline précoce, et la répression de
la défense des plantes, favorisant ainsi la mise en place de la symbiose (Damiani et al.,
2016).
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3. Les partenaires intervenants dans la symbiose rhizobienne

3.1. Partenaire végeétal : les Légumineuses
3.1.1 Classification

Les Légumineuses constituent la troisiéme super famille par ordre d’importance
chez les angiospermes, 1’un des groupes de veégétaux supérieurs les plus abondant et les

plus diversifié (Broughton, 1984).

Ces plantes appartiennent a la famille des Fabaceae (ou Leguminosae) qui
regroupe plus de 20 000 espéces, la placant en seconde position derriere les Poaceae, en
terme de diversité (Polhill et al., 1981). Elle est subdivisée en trois sous familles
d’importance inégale en trois sous-familles : les Caesalpinioidae, les Mimosoidae, et les
Papilionidae. La grande majorité des plantes d’intéréts agronomiques appartiennent a la

sous-famille des Papilionidae (Franche et al., 2009).

Les Mimosoideae ont de trés nombreuses petites fleurs en grappes serrées a
nombreuses étamines saillantes en dehors des petits pétales ; les fleurs sont symétriques.
Ces espéeces sont en majorité des arbres et arbuste des régions tropicales et subtropicales
avec 62 genres et environ 2500 especes.

Les Caesalpinioideae ont habituellement des fleurs comme des papillons et a
étamines unies comprenant environ 150 genres et 2200 espéces, et sont principalement des
arbres ou arbustes retrouves en régions tropicales et subtropicales ; 23 % seulement des
espéces parmi celles examinées, sont connues pour étre nodulées par les Rhizobias. Ces
espéces nodulées se retrouvent majoritairement dans les tribus des Caesalpinieae et
Cassieae ; les tribus Cercideae et Amherstieae étant trés peu nodulées (Maxted et Bennett,
2001a).

Les Papilionaceae représentent la sous-famille la plus diversifiée avec 429 genres
et plus de 12000 espéces, principalement herbes et petits arbustes distribués dans le monde
entier, présentes en régions tempérées et tropicales, et inclut les Légumineuses a grain bien
connues telles que des haricots et des pois (Ferchichi, 2006). Elles ont des fleurs en forme
de papillon avec un pétale supérieur appelé étendard, deux pétales latéraux ou ailes et une
caréne formée par deux pétales inférieurs unis ; les sépales au nombre de cing sont soudés
en tube ; les dix étamines sont habituellement incluses dans les pétales, unies par leurs

filets en un tube qui entoure le pistil, ou avec une étamine. Parmi les 21 % d’espéces déja

.
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examinées la grande majorité (97%) est nodulée (pois, haricot, feve, lentille...) par les
Rhizobias (Maxted et Bennett, 2001b).

3.1.2. Ladiversité floristique au niveau du bassin Méditerranée

Le bassin Méditerranéen est le berceau de diversification d'un grand nombre
d'espéces végétales d'intérét fourrager et/ou pastoral. Les genres Trifolium, Medicago,
Vicia, Astragalus, Lathyrus, Ononis, Avena, Eragrostis, Hordeum, Dactilis, ..., sont

largement représentées.

Le nombre d'especes végétales est trés élevé dans les pays du bassin
Méditerranéen ; en Algérie, il y a 3 139 especes (Quezel et Santa, 1962). L'endémisme de
la flore du bassin Méditerranéen est tres élevé; sur les 976 espéces des 18 genres de
Fabacées fourragéres et/ou pastorales, 336 especes sont endémiques a la région

méditerranéenne.

A titre d’exemple, en Algérie, I’endémisme est assez important chez les Fabacées et
les Poacées. En Tunisie, I’absence des hautes montagnes n’a pas permis le développement
d’une flore endémique importante comme c’est le cas en Algérie ; les taxons propres a la

Tunisie sont au nombre de 34 dont environ 6 sont des fabacées et 1 est une Poacée .
3.1.3. Morphologie et caractéristiques

Les Légumineuses sont des herbacées, des arbres, des arbustes ou des lianes, a
feuilles habituellement composées, souvent trifoliolées, rarement simples, généralement
avec des stipules. Beaucoup sont grimpantes et possedent des feuilles ou des parties de
feuilles modifiées en vrilles. Les fleurs, pentameres avec dix étamines, ou parfois plus,
caractéristiques, ressemblent souvent a des papillons. Le fruit est une gousse uniloculaire

s’ouvrant en deux valves séparées et contenant de nombreuses graines (Figure 2)
(Wathan, 1967).

3.1.4. Intérét economique

Les Légumineuses grainiéres représentent la famille ayant la plus grande
importance économique, Elles sont distribuées dans le monde entier, principalement dans

les régions chaudes.
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Figure 2 : Quelques Légumineuses

Elles constituent une part trés importante de 1’alimentation de nombreuses
populations, notamment en Asie, en Afrique et en Amérique Centrale et Latine (Reddy et
al., 1985).

Cette famille de plantes est I’'une des plus importantes familles des dicotylédones
qui regroupe un nombre intéressant d'espéces utiles & I'homme, qu'elles soient,
alimentaires, industrielles ou médicinales. L'intérét alimentaire est évident : cette famille
représente le 2°™ rang mondial (derriére les céréales). On peut citer le soja, les lentilles,
les haricots et autres féves... De nombreuses légumineuses constituent une source majeure de
protéines et d’huiles végétales (Graham et Vance, 2003) et sont largement cultivées sur
I’ensemble de la planéte. On peut citer par exemple : le haricot (Phaseolus vulgaris), le soja
(Glycine max), le pois (Pisum sativum), le pois chiche (Cicer arietinum), la feve (Vicia faba),
le niébé (Vigna unguiculata), la lentille (Lens esculenta), la cacahuéte (Arachis hypogea).
Ainsi qu’elle représente de nombreuses espéces constituent des ressources en fourrage
(luzerne, trefle, sainfoin) qui ont la capacité d’améliorer les propriétés physiques et

biologiques des sols (Hoshikawa, 1990) grace a leurs résidus qui sont riches en azote.

Les Légumineuses ont aussi la capacité a solubiliser des phosphates de calcium et

le phosphore occlut par leurs exsudats racinaires .De plus I'introduction de ces plantes dans
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des rotations diminue les pertes d'azote par lessivage et la pollution des nappes par des

nitrates.

Cette famille de plantes regroupe aussi des espéces qui ont des propriétés
médicinales, horticoles (mimosas) ou de colorants (indigo) et des espéces qui fournissent
des propriétés qui peuvent étre utilisés en différents industries telle que les gommes,
teintures, résines, huiles et nombreux bois de construction, bois (palissandres), aliments (soja,

haricot, arachides).
3.1.5. Role de Légumineuses dans la dépollution des sols

Les nitrates peuvent étre des polluants lorsqu'ils atteignent les nappes d'eaux
souterraines et les cours d'eau. Or les Légumineuses en croissance ne sont généralement
pas des sources importantes de nitrates dans les eaux de drainage. Au contraire, ce sont des
plantes qui, bien qu'elles fixent I'azote de l'air par son association avec les Rhizobias,
permettent de réduire la quantité de nitrates lessives dans le profil car elles utilisent trés
bien les nitrates résiduels. Lorsqu'elles croissent dans un milieu riche en azote, elles fixent

simplement moins d'azote de l'air.
3.2. Partenaire bactérien : Rhizobiums
3.2.1. Généralités

L'étude taxonomique des Rhizobiums revét une importance capitale pour leur
utilisation en agriculture. Ces bactéries comprennent les bactéries fixatrices d'azote des
genres Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium et Mesorhizobium infectant les
systemes racinaires de nombreuses Légumineuses et d’un non Légumineux, Parasponia
(Ulmacées). D’autres bactéries appartiennent aussi au genre Azorhizobium ou
Bradyrhizobium formant a la fois des nodosités racinaires et caulinaires chez quelques

rares Légumineuses.

3.2.2. Classification

Les Rhizobias sont des bactéries gram-négatives de la classe des o- et B-
protéobactéries et sont retrouvées dans 13 genres (Franche et al., 2009). Sur la base des
groupes d'inoculation croisée définis comme des ensembles de plantes-h6tes dont la
nodulation est induite par les mémes souches bactériennes, les bactéries fixatrices d'azote

ont d'abord été groupées en un seul genre Rhizobium comprenant six especes :, R. meliloti,

.
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R. trfolii, R. phaseoli, R. legulllnosa I, R. lupini et R. japonicwn. Puis, sur la base de
vitesse de croissance, les especes sont reclassées dans deux genres : le genre Rhizobium
révisé comprenant les souches a croissance rapide et le nouveau genre Bradyrhizobium,
pour les espéces a croissance lente (Jordan, 1982). L'étude combinée des caracteres
phénotypiques et phylogénétiques a confirmé cette séparation en deux genres (Crow et al.,
1981).

3.2.3. Morphologie et caractéristiques

Les Rhizobias sont des batonnets a extrémités arrondies, asporogenes, d’une
longueur de 1,2 a 3,0 um et d’une largeur de 0,5a 0,9 um. Elles contiennent souvent des
granules de poly— B —hydrox butyrate, oxydase et catalase positive, mobiles par un flagelle
polaire ou subpolaire ou bien 2 a 6 flagelles peritriches (Figure 3) et se trouvent isolés, en
paires ou bien en amas. Elles sont aérobies a métabolisme respiratoire, mais se développent
trés bien en présence de faible pression en oxygene.
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Figure 3 : Flagelles du Rhizobium leguminosarum.

En anaérobiose, ces bactéries sont capables d’utiliser le nitrate comme accepteur
d’¢lectrons. Ils sont photosynthétiques, chimioorganotrophes, certaines souches possédant
une hydrogenase peuvent se développer en chimiolitotrophie en présence de H,0O, CO,,
d’une faible pression partielle en O, et de faible concentration en sels d’ammonium ou de

nitrate. Des études ont demontrés que si l'intérieur des nodules est rose /rouge, ceci est du a
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la présence de leghemoglobine qui favorise la fixation de I'azote. Lorsque les nodules sont

jeunes et pas encore fixateurs d'azote, ils sont blancs ou gris a l'intérieur.

4. Fixation symbiotique d’azote et développement durable en Algérie

Selon les données collectées pour la période 1983-1991, aussi bien pour la zone
nord que pour la zone sud des hautes plaines sétifiennes, les engrais les plus utilisés sont
I’ammonitrate et I’engrais phosphaté . Lors du forum interprofessionnel de la protection
des plantes et de la fertilisation, qui s’est tenu le 15 novembre 2009 a Alger, des études ont
mis en évidence que le niveau d’utilisation des engrais en Algérie est le plus faible tant au
niveau du bassin méditerranéen qu’au Maghreb. Le renforcement de la présence de
Légumineuses dans les rotations est une piste prometteuse pour limiter la dépendance des
systemes de grandes cultures vis-a-vis des engrais. En plus de leur contribution a la
fertilisation des sols, les Légumineuses sont plantées en Algérie afin de lutter contre la

désertification, et contribuer a la régénération et la fixation du sol (Benabdoun, 2012).

I11. Bases moléculaires de la symbiose rhizobienne
1. Dialogue moléculaire symbiotique

L’établissement de la symbiose plante-microorganisme est le résultat d’interactions
complexes, impligquant un dialogue moléculaire, entre la bactérie et la plante-héte (Long,
1996). Dans un premier temps, la plante produit des exsudats racinaires contenant des
flavonoides qui seront percus par la bactérie ce qui permet I’activation de la transcription

de genes bactériens particuliers.

Ces derniers, sont responsables de la biosynthése de composés appelés « facteurs de
nodulation » ou « facteurs Nod », qui, en retour, vont déclencher chez la plante le
programme d’organogenése. D’aprés ce phénomeéne de reconnaissance, les bactéries
s'agglutinent sur les poils absorbants et forment un cordon infectieux qui va pénétrer dans
la racine. Sous l'action des bactéries, le poil absorbant se déforme selon une allure bien
particuliére. Arrivées au niveau des vaisseaux conducteurs les bactéries provoquent le
développement d'une tumeur qui formera la nodosité organe responsable de la fixation
d’azote (Hynes et O’Connell, 1990). Par ces nodules, la plante-h6te offre un microhabitat
exceptionnellement favorable a la bactérie tout en lui procurant des substrats carbonés

provenant de la photosynthése (Figure 4).

.
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Figure 4 : Dialogue moléculaire Légumineuses/Rhizbium.
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1.1. Les flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires synthétisés a partir des voies des
phénylpropanoides et de I’acétate-malonate (Cooper, 2007). De plus, ils partagent leurs
précurseurs avec ceux de la voie de biosynthese des lignines. A ce jour, plus de 10 000
flavonoides différents ont été identifiés chez les plantes (Ferrer et al., 2008). Leur diversité
provient de la génération d’un grand nombre de structures basales incluant les flavones, les
flavonoles, les flavan-3-ols, les flavonones, les isoflavonoides, les isoflavanes et les
ptérocarpanes. Le squelette flavonoidique peut de plus étre modifié par glycosylation,
malonylation, méthylation, hydroxylation, acylation, prénylation, ou polymérisation, ce qui
apporte une grande diversité de produits finaux. Ces substitutions ont des effets importants
sur la solubilité, la mobilité, la dégradation, et la fonction des flavonoides.

En ce qui concerne leurs roles au cours de I’interaction Rhizobium-Légumineuses,
les flavonoides activent ou inhibent 1’expression des genes nod ainsi que d’autres génes
rhizobiens. lls attirent les Rhizobias par chimiotactisme, et ils déterminent la spécificité
d’héte (Cooper, 2004). Le rdle des flavonoides dans le controle de I’expression des geénes
nod rhizobiens a été largement étudié. La perception des flavonoides par les Rhizobias est
liéce a une augmentation de la concentration en calcium intracellulaire, permettant

I’activation de la protéine NodD et de 1’expression subséquente des génes nod (Moscatiello
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et al., 2010). Au cours de ce processus, la protéine NodD bactérienne agit a la fois comme

un récepteur des flavonoides, et un activateur transcriptionnel des génes nod.

La présence d’un mélange spécifique de flavonoides dans les exsudats racinaires
de Légumineuses ainsi que la perception de ces flavonoides par les protéines NodD des
différents Rhizobias jouent également un rdle dans la spécificité d’hote (Hassans et al.,
2012).

1.2. Les facteurs « Nods »

Les facteurs nods sont des lipochito-oligosaccharides (LCO), formés d’une suite de
4 ou 5 unités de N-acétyl-D-glucosamine réunies par des liaisons B (1 --> 4) (structure de
la chitine), et comprenant une chaine lipidique (acide gras) (Spaink et col, 1992). Selon le
Rhizobium, le squelette de base est décoré par des groupements chimiques varies (fructose,
arabinose, carbamate, méthyle, acétyle,...), présent sur les glucosamines situés aux deux

extrémités (Perret et al., 2000b) (Figure 5).
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Figure 5 : Structure des « facteurs Nods ».

Chez ces bactéries, on trouve des génes spécifiques de la nodulation, appelés
« opéron nod ». Parmi ces opérons, les génes nod D qui codent pour la synthése des
protéines constituant le facteur de transcription. Chez les diazotrophes, ce géne s’exprime
de maniere constitutive. Les facteurs de transcription sont donc continuellement
synthétisés, que la bactérie soit en symbiose ou non (Dénarié et al., 1996). La protéine
NodD bactérienne agit a la fois comme un récepteur des flavonoides et un activateur

transcriptionnel des genes nod (Hassan et Mathesius, 2012). Cette proteine fait partie de la
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famille des régulateurs transcriptionnels de type LysR. En réponse a des flavonoides
appropriés, cette protéine peut se lier a des séquences d’ADN spécifiques appelées « nod
boxes », que ’on retrouve dans les régions promotrices des génes nod. Cette liaison
faciliterait 1’accés de ’ARN polymérase et augmenterait 1’activité transcriptionnelle des

génes nod sur le site promoteur ot NodD est présent (Peck et al., 2006).
2. Cascade de la voie de signalisation « Nod Dépendante »

2.1. Perception des facteurs « Nods »

L’induction de 1’expression des nodulines précoces dans 1’épiderme résulte de la
perception des NFs, et d’une cascade de signalisation déclenchée par cette perception
(Oldroyd et Downie, 2008). Les oscillations calciques seront décrites par la suite, sont un
composant essentiel de la transduction du signal NF. Bien que la perception initiale des
NFs se produise dans 1’épiderme racinaire, la signalisation engendrée reste importante au
cours de I’infection bactérienne dans le cortex racinaire, et de la libération des bactéries

dans le nodule (Den Herder et al., 2007).

Cependant, I’affinité dans la perception des NFs differe selon les stades de la
symbiose. Beaucoup d’événements apparentés aux étapes précoces de la nodulation sont
induits par les NFs, ou les poils absorbants répondent aux NFs des Rhizobias par des
changements morphologiques particuliers (déformations et courbures des poils
absorbants). En plus des réponses épidermiques, les NFs sont capables dans de nombreux
cas d’activer la division des cellules corticales, et d’induire la formation de cordons de pré-

infection.
2.2. Activation des oscillations calciques

Les oscillations calciques jouent un rdle indispensable dans la voie de signalisation
induite par les NFs ; elles agiraient comme un second messager pour transduire le signal
NF. Des criblages de mutants ont pu mettre en évidence plusieurs composants requis pour
I’activation de ces oscillations calciques par les NFs. En plus des LysM-RLKS, un LRR-
RLK (Leucine-Rich Repeat Receptor-Like Kinase) (Stracke et al., 2002), au moins deux
canaux cationiques (Riely et al., 2007), et deux nucléoporines (Saito et al., 2007) sont
nécessaires a l’induction des oscillations calciques. Des approches biochimiques et
pharmacologiques ont de plus indiqué que la signalisation des phospholipides est liée a la

voie de signalisation des NFs (Sun et al., 2007).

&
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2.3. Geénes impliqués dans I’activation des oscillations calciques
I. dmi2

En plus des LysM-RLKs, la transduction du signal NF requiert un deuxieme type
de récepteur kinase. Le gene dmi2 (doesn’t make infection 2) ou NORK (nodulation
receptor kinase) de Medicago truncatula est I’orthologue du géne SYMRK de Lotus
japonicus (Stracke et al., 2002). dmi2 code pour un récepteur kinase localise a la
membrane plasmique (Limpens et al., 2005). Il possede un domaine extracellulaire de 595
acides aminés qui contient trois répétitions LRR, un domaine transmembranaire, et un
domaine kinase intracellulaire (Endre et al., 2002) Les domaines LRR sont connus pour

étre impliqués dans les interactions protéine-protéine ou protéine-ligand.

Il est donc possible que dmi2 soit activé par un ligand généré suite a la perception
des NFs, ou qu’il fasse partie du complexe comprenant les récepteurs des NFs, méme si
son mode d’action n’a pu étre caractérisé a ce jour. dmi2 est essentiel a 1’activation des
oscillations calciques et de 1’expression des nodulines précoces, mais a I’inverse des

LysM-RLKs, il n’est pas requis pour 1’activation des flux calciques (Miwa et al., 2006a).

Ces observations indiquent une bifurcation dans la voie de signalisation en réponse
aux NFs, immédiatement en aval des LysM-RLKs ; un branchement menerait aux
oscillations calciques, et 1’autre aboutirait aux flux calciques. Des études de fusion
transcriptionnelle promoteur GUS ont montré que dmi2 est exprimé dans 1’épiderme et le
cortex racinaire avant l’infection, et que son expression est fortement induite dans le
primordium nodulaire avant contact avec le cordon d’infection. De plus ce géne est

exprimé dans la zone d’infection des nodules matures (Bersoult et al., 2005).

ii. dmil

dmil (doesn’t make infection 1), tout comme dmi2, est requis pour I’induction des
oscillations calciques en réponse aux NFs. dmil code pour une protéine membranaire qui
contient quatre domaines transmembranaires (Peiter et al., 2007). 1l est donc peu probable
gue dmilsoit un transporteur de calcium (Caz+). La région C-terminale cytoplasmique dmil
contient un domaine RCK (regulator of the conductance of K+) qui serait impliqué dans le
contréle de D’activité de ce canal. Des expériences de fusions traductionnelles a la GFP

(green fluorescent protein) ont permis de montrer que dmil est localisé dans I’enveloppe

nucléaire (Riely et al., 2007) . Ces résultats ont par la suite été confirmés et précisés par

=
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des expériences d’immunolocalisation montrant que dmil est préférentiellement localisé
dans la membrane interne du noyau (Capoen et al., 2011) . Il apparait donc que dmi2,
localisé dans la membrane plasmique, activerait dmil dans 1’enveloppe nucléaire, par
I’intermédiaire d’une cascade de signalisation encore non identifiée. Cette cascade de
signalisation impliquerait probablement la voie des phospholipides (Sun et al., 2007).

iii. dmi3

Le géne dmi3 (doesn’t make infection 3) (=CCaMK) de M. truncatula, orthologue
de LjCCaMK chez L. japonicus, code pour une protéine kinase Caz+/Calmoduline
dépendante requise dans la symbiose rhizobienne (Levy et al., 2004) . Bien que CCaMK
soit nécessaire a 1’induction de I’expression des nodulines précoces en réponse aux NFs,
cette protéine n’est pas nécessaire a l’activation des oscillations calciques (Wais et al.,
2000). Cela suggére que CCaMK joue un réle en aval des oscillations calciques dans la
voie de signalisation. L’expression de dmi3 est restreinte aux racines et aux nodules chez
Medicago (Levy et al., 2004). De plus des fusions traductionnelles a la GFP ont montré

que cette protéine est localisée dans le noyau des cellules de Medicago, indépendamment
de la perception des NFs (Kalo et al., 2005).

3. Les facteurs de transcription NSP1 et NSP2

NSP1 et NSP2 (nodulation signaling pathway) sont deux régulateurs
transcriptionnels de la famille des GRAS impliqués dans la voie de signalisation NF en
aval des oscillations calciques (Smit et al., 2005). Ces deux protéines ont été identifiées a
la fois chez M. truncatula et chez L. japonicus (Heckmann et al., 2006). Les FTs GRAS
font partie d’une large famille multigénique que 1’on retrouve a travers le régne végétal, et

ces protéines ont des roles variés au cours du développement (Hirsch et Oldroyd, 2009).

Bien que NSP1 et NSP2 codent tous deux pour des membres de la famille des
GRAS, ils présentent une faible similarité¢ (17% d’identité, 32% de similarité), ce qui
pourrait suggérer des fonctions potentiellement similaires mais non redondantes dans la
voie de signalisation NF. Chez M. truncatula, les mutants nspl et nsp2 sont altérés dans
I’activation du primordium nodulaire, I’infection rhizobienne, I’expression génique induite
par les NFs, et la déformation des poils absorbants racinaires en réponse aux bactéries est

réduite chez ces mutants (Oldroyd et Long, 2003) (Figure 6).
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Figure 6 : La voie de signalisation « Nod dépendante ».
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I. Bases de données en bioinformatique
1. Qu’est-ce qu'une base de données ?

Une base de données (son abréviation est BD) est une entité dans laquelle il est
possible de stocker des données de facon structurée et avec le moins de redondance
possible. Ces données doivent pouvoir étre utilisées par des programmes, par des
utilisateurs différents. Ainsi, la notion de base de données est généralement couplée a celle
de réseau, afin de pouvoir mettre en commun ces informations, d'ou le nom de base. On
parle généralement de systeme d'information pour désigner toute la structure regroupant les
moyens mis en place pour pouvoir partager des données.

2. Utilité d'une base de données

Une base de données permet de mettre des données a la disposition d'utilisateurs
pour une consultation, une saisie ou bien une mise a jour, tout en s'assurant des droits
accordés a ces derniers. Cela est d'autant plus utile que les données informatiques sont de

plus en plus nombreuses.

Elle peut étre locale, c'est-a-dire utilisable sur une machine par un utilisateur, ou
bien répartie, c'est-a-dire que les informations sont stockées sur des machines distantes et
accessibles par réseau. L'avantage majeur de l'utilisation de bases de données est la

possibilité de pouvoirétre accédées par plusieurs utilisateurs simultanément.
3. Les différents modeéles de bases de données

Les bases de données sont apparues a la fin des années 60, a une époque ou la
nécessité d'un systeme de gestion de l'information souple se faisait ressentir.ll existe cing
types de BD qui se distinguent de par la fagon dont les données sont structurées et sont

différenciés selon la représentation des données qu'elle contient (Figure 7).

- Le modeéle hiérarchique : les données sont classées hiérarchiqguement, selon une
arborescence descendante. Ce modele utilise des pointeurs entre les différents
enregistrements. Il s'agit du premier modele de SGBD (Systéme de Gestion de Bases de

Données)ou en anglais DBMS (Database Management Systeme).

-
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Modeéle hiérarchiqueModele réseau

Modele relationnel Modele objet

Figure 7 :Les différents modéles de base de données.

- Le modeéle réseau : comme le modéle hiérarchique ce modéle utilise des pointeurs
vers des enregistrements. Toutefois la structure n'est plus forcément arborescente dans

le sens descendant.

- Le modéle relationnel (SGBDR) « Systeme de Gestion de Bases de Données
Relationnelles » : les données sont enregistrées dans des tableaux a deux dimensions
(lignes et colonnes). La manipulation de ces données se fait selon la théorie
mathématique des relations.A la fin des années 90 les bases relationnelles sont les bases de

données les plus répandues (environ trois quarts des bases de données.

- Le modéle déductif : les donnees sont représentées sous forme de table, mais leur

manipulation se fait par calcul de prédicats.

-
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- Le modeéle objet (SGBDO) « Systeme de Gestion de Bases de Données Objet ») : les
données sont stockées sous forme d'objets, c'est-a-dire de structures
appelées « classes » présentant des données membres. Les champs sont des instances

de ces classes.
4. La gestion des bases de données

Afin de pouvoir contrdler les données ainsi que les utilisateurs, le besoin d'un
systéeme de gestion s'est vite fait ressentir. La gestion de la base de données se fait grace a

un systeme appelé SGBD.

Le SGBD est un ensemble de services (applications logicielles) permettant de gérer les

données d’une base de données (Pillou, 2015)
- Permettre I'acces aux données de fagcon simple.
- Autoriser un acces aux informations a de multiples utilisateurs.

- Manipuler les données présentes dans la base de données (insertion de nouvelles
données, supprimer et chercher des données, mettre a jour et donc modifier les

données).
- Sécuriser les donnees.
Le SGBD peut se décomposer en trois sous-systémes :

- le systeme de gestion de fichiers : il permet le stockage des informations sur un
support physique.
- le SGBD interne : il gere I'ordonnancement des informations.

- le SGBD externe : il représente l'interface avec 1’utilisateur.
1. Systéme utilisé pour la création d’une base de données

Un SGBDR (Systeme de Gestion de Bases de Données Relationnel) est unSGBD qui

permet de gérer les données d’une base de données relationnelle.

Parmi les logiciels utilisés pour la création d’une BD, on cite « Access » qui est un
logiciel relationnel permet de créer une BD composée d’un ensemble de tables ou sont
structurees et stockées les données relatives a un sujet par des relations, utilisé pour gérer

des petites bases de données.Il offre un ensemble d’outils permettant de saisir, de mettre a

.
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jour, de manipuler, d’interroger et d’imprimer des données. Sachant qu’une BD Access ne

peut pas dépasser 2 Go.
1. Les éléments d’une base de donnés « Access »

La gestion d’une base de données par le logiciel « Access » doit contenir un ruban

et ses quatres onglets principaux.

— Accueil:manipuler les enregistrements, mettre en forme les caracteres...

Iﬂ} =
Aecuel | Créer Doméesedemes  Quficebasededonnés  Acrobat Y
P ===l = = Nowew |Z Tolw |} 7 Seecion - TR
E Calbr Sl SEE|EEn @ = i \F 4 E& -
_ A tnegete ¢ Drbogaghe Al ) Y3 Options avancées » LR
Afichage G 7 5 AN .%. =z [d2 . || Acualiser — Fltrer Rechercher
. - . == fout> | X Suppimer v =2 Phs ‘
Afichages| Presse-pap. E| Police || Tedeenichi | Enregistrements Tries et fitres Rechercher

— Créer: créer des objets, tables, requéte, formulaires. ..

Base de données? : Base de données (Access 2007) lm

- Accugil | Créer | Données externes  Outils de base de données

30085 3 Dame 8 0ar AAED

jFormuIa\rewerge o U Etat vide

Table Modéles  Listes  Création | Formulaire Flusieu Créationde || Efat . Creat\on Assistant  Création Macm
de tables - SharePaint - de table ag nt 3”””“0””““”“' formulaire G RSSSHENEEIEL d'état || Requéte derequéte ~
Tables Formulaires Etats Autre

- Données externes : importer ou exporter des données. ..

Bioinformatique: Base de données (Access 2007) JMHEK

(ANER®

- Accueil  Créer | Données eemes | Outil de base de données  Feuille de données

:\:r:| [;\P E9 aJFl(hlerte:cte m_:] DI‘ DI‘ nms| fr Word =] ,ﬁ}u

L R =
3 ichier XML LIS CRR TR+ Ficierterte = fathe
Impartations|| Access Excel  Liste Evportations | Exeel liste  PDF A Créer un message Gérerles | T Déplacer vers
enregistres SharePoint »ﬁPIus enregistrees SharePaint ouXps <P PIUs ™ électronique  réponses || enligne ] 1E8 SharePaint
Imparter Exporter Callecter les données Listes SharePaint

- Outils de base de données: créer des relations, des macros, déplacer les données. ..

Outils de table

Bioinformatique: Base de données (Access 20 'Mﬂm}

A 4

— Acueil  Créer Donncesedernes | Qutils de base de données | Feuille de donnees

/j @y Exéuuter une macro = éfés 24 Documentation de base de données jJ uu 2 Gestionnaire de Menu Général

= g
Créer un menu contextuel d'apres macro = gjnépendan(esd‘objet %Ana\ysedespemrmances U \chﬁreravetmotdepaise

Visual ., . Relations - QL Base de stionnaire ,

Basic ) Convertir les macras en Visual Ba V. Bame des messages | 20 Analyse table Server données Access | de tables liées (& Compléments ¥

Matro Afficher/Masquer Analyser Déplacer les données Outils de base de données

Le ‘Bouton Office’ en haut a gauche de la fenétre Access affiche le menu qui

regroupe toutes les commandes de fichier : créer, enregistrer, imprimer, fermer un
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fichier.... et donne acces aux options d’Access. On retrouve ce méme bouton dans toutes
les applications Office 2007.
Les commandes de bouton Office sont :
- Nouveau : pour créer une base de donnéesvierge ou basée sur un modele.
- Ouvrir : pour ouvrir une base de données.
- Enregistrer : pour enregistrer les derniéres modifications des objets de la base de
données.
- Enregistrer sous : pour enregistrer la base de données sous un autre nom, un autre
format ou dans un autre dossier.
- Imprimer : pour accéder a l'impression rapide, al'apercu avant impression ou aux
parametres d'impression.
- Gérer : pour compacter, sauvegarder ou changer les propriétés de la base de
données.
- Courrier électronique : pour envoyer 1’objet sélectionné sur votre messagerie.
- Publier : pour publier I’objet sélectionné sur Internet ou un intranet.

- Fermer la base de données : pour fermer la base de données sans arréter « Access ».

2. Les logiciels « Access »VS « Excel »

Le logiciel « Excel », comme « Access », gére des tables d’informations (données)
et les deux se complétent; on peut par exemple stocker et gérer les données sous
« Access » puis les exporter sous « Excel » pour effectuer des statistiques et créer des
graphiques.

Excel :

- Gestion faible.

-Les listes sont indépendantes : on peut insérer un parametre associée a aucun
élément.

-Volume des données géréesest relativement faibles.
Access :

-L’un des gros avantages d’Access est de lier entre les tables (ca évite les
incohérences).

- Efficace pour volumes important
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3. Création d’une base de données avec « Access »

A T’aide du bouton ‘Démarrer’, en double cliquant sur un raccourci posé sur le

‘Bureau’, ou en ouvrant un fichier ‘Access’ (accdb).
- Cliquez sur le bouton ‘Démarrer’ a gauche de la barre des taches Windows.

-Cliquez sur ‘Tous les programmes’.

| o Tous les programmes 9

——
e oIS =] & B -

- Cliguez sur ‘Microsoft Office’.

FAS W =S PFPTE S

PeAi rer= i 3 FfFice -=—>
Pl rae=ofit Warke=s
Fdorteer Imntermet Secoarniss

- Cliquez sur ‘Microsoft Office Access 2007°.

Pdicrosoft Office

If: FAicrosoft Office &Access 2007 9
(% Microsoft Office Excel 2007

= Ficrosoft Office Qutlook 2007

fie—n

I Microsoft Office PowerPoint 2007

- La fenétre ‘Access’ s’ouvre sur une page Prise en main de Microsoft Office

AcCCess.

- Cliquiez sur nouvelle base de données vide.
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Prise en main de Microsoft Office Access

Nouvelle base de données vide

Base de données
vide

Modéles en ligne

¢ -

o' W k@

Pipeline des ventes

Contacts Problémes Evénements Projets de Projets
marketing

2 la

- Vous nommez votre base de données puis vous cliquez sur créer.

Base de domnées vide

Créerz une base de donnees Microsoft Office Access gui
ne comprend pas de domnnmées ou d'objets existants.

I Mom de fichier :
Sase de données1l.accdb ==

Coh lsers ISV Documentsh,

[ Creser ] [ Armuler ]

- Et voila votre base de données est créeé , vous pouvez commencer de la remplir

selon votres paramétres et rajouter un nouveau champ a chaque fois.

Base de données? ; Base de données (4

Accueil  Créer  Données externes  Qutils de base de données Feuille e données

SERE R ol LR

Affichage || Mouveau  Ajouterdes  Colonne de Relations Dépendances

v champ champs existants recherche =] Renommer ‘J Yo 000 4,1 d'objet
Affichages Champs et colonnes Type de données et mise en forme Relations
Toutes les tables v « |3 Tablel\

Tablel 2 N+ Ajouterun nouveau champ

=] Tablel :Table ¥ (Nouv.)
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- La barre d’outils Acces rapide est située en haut a gauche de la fenétre juste au-

dessus.
- Cliquez sur I’option ‘Enregistrer’ pour enregistrer les modifications.

- A la fin si vous voulez fermer une base de données en conservant la fenétre de
I’application ‘Access’,cliquez sur le ‘Bouton Office’puis sur ‘Fermer la base de

données’ ou cliquez sur la case de fermeture de la base de données.

- Si un objet de la base de données a été modifié mais pas encore enregistré, un
message d’invite propose de le faire : cliquez sur ‘Oui’ pour enregistrer les
modifications, ou sur ‘Non’ pour fermer la base de données sans enregistrer les

modifications en suspens.

=
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I. Présentation du gene dmi2

Le géne dmi2, est un acteur de la voie de signalisation symbiotique chez les
différentes especes végétales. Concernant la structuration de géne dmi2, on distingue une
diversification de cette derniére au sein des especes susmentionnées. Cette différenciation est
concentrée dans sa localisation au niveau de chromosome, sa taille, son domaine
extramembranaire, son ARNm , le nombre d’exon et d’intron, et le nombre d’acides aminés

qu’il code.

Le géne dmi2 n’est présent qu’en un seul exemplaire et ce dernier été confirmé par
une étude qui a été réalisée en 2008 ou I’homologue du géne dmi3a été isolé chez
Casuarinaglaucapar  I’équipe  Rhizogenése  (Gherbiet al.,2008a) et chez D.
glomerata(Markmannet al., 2008). Une hybridation de type Southern a montré que, comme
chez les Légumineuses, le géne SymRK n’est présent qu’en une seule copie dans les plantes

actinorhiziennes.

Le géne dmi2 fonctionne d’une maniere similaire et identique entre toutes ces espéces
végétales et dans de différentes conditions d’associations symbiotiques. 1l se comporte donc
toujours comme un géne qui code pour récepteur kinase localisé a la membrane plasmique,
et un activateur des oscillations calciques de 1’expression des nodulines précoces donc il
intervient comme un récepteur déclenchant une cascade de transduction essentielle pour la
nodulation conduisant a des divisions de cellules corticales de signal, formation de fil
d’infection et la libération finale de bactérie a I'espace intracellulaire, formant le symbiosome.
C’est également un acteur principal dans 1’¢établissement des symbioses actinorhiziennes et

mycorhiziennes.

Par ailleurs, de nouveaux outils de génomique basés sur le séquencage a haut débit
(454, Solexa) pourront également aider a ¢€lucider les étapes précoces de l’infection des
plantes par les microorganismes.Les analyses d’ESTs chez C. glaucamontrent qu’il y a une
homologie de sequences avecles génes impliqués dans la cascade signalétique Nod-
dépendante chez les Légumineuses.De plus, 1’analyse du transcriptome de Casuarina et de
I’aulne, au moyen des puces aADN (microarrays) lors des étapes précoces de la nodulation a
permis, d’identifier des homologues de la plupart des génes de la voie de signalisation

symbiotique des Legumineuses (Hocher et al., 2011b).

.
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L’implication du géne SymRKdans la transduction des signaux de Frankiaa
étéconfirmée chez D. glomerata.En effet, seulement 16% de racines ARNiI-
DgSymRKprésentent des structures nodulaires (Markmannet al.,2008). Les résultats obtenus
sur legene SymRKchez les plantes actinorhiziennes renforcent donc I’hypothése
d’'unmécanisme génétique universel pour les endosymbioses racinaires. Ce gene
symbiotiquereprésente le premier élément commun a 1’ensemble des voies de signalisation

conduisanta des endosymbioses racinaires (Gherbiet al.,2008a).

1. Comment créer une base de données du gene dmi2 ?

La création d’une base de données du géne dmi2se fait de la méme maniére que les
démarches précédentes (voir chapitre I1).
Cette base de données se constitue de quatre tables qui ont relation entre elles :

- La premiére table représente la table d’especes avec les différentes especes végeétales
étudiées et dont le gene a été identifié.

ez E T B espece"'\._rj gene | | protéine _.“_;' Relations
code - | nom scientifigue -~ famille - |mom commu - | symbiote ~ | code gene - genre de symbiot -

Datisca glomerata Datiscaceae dastica bactérie AMO31079 Frankia

3874 Glycine max Fabacées SOIA bactérie DQ341398 Bradyrhizobium

3860 Lathyrus sativu Fabacées lentille bactérie DQAD3853 Rhizobium

34305 Lotus japonicus Fabacées Lotier bactérie AFA92655_1 Rhizobium

3880 Meédicago truncatula Fabacées Luzerne bactérie AJA18369 Rhizobium

3885 Phaseolus vulgaris Fabacées haricot bactérie HQ385321 Rhizobium

4081 Solanum Solanacées tomate champignon  AY935266 Glomus intraradices
Iycopersicum

4577 Zea mais cultivarB73  Poacées mais bactérie MNC_024465 Azospirillum

- La seconde table indique la table gene ou les paramétres et les éléments du géne dmi2y
figurent.Cette table contient toutes les informations de ce gene (taille, localisation
chromosomique,nombre d’acide aminés...etc. Les informations ont été soutirées a partir de

portail de données biotechnologiques NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

.
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= CD;Ij Espe(t;"' = gene | ] plntéint;"'l__;‘j Relahon;“-\
nom - codegene -  taille - CHROMOSO - séguence - %GC - acidesamin - code protéine - sequencede I'ARN ~  espece -

[+ SYMRK NC_024465  5230pb 7 ATGGCCGCCCGCTCCCTCCTCCTC 43.911159 579 NP_001105860 Zeamais
TACGCGCTGCTGCTCCTGGCCCT cultivarB73
CGCCACCGCCGCACCETCCCACG
GCCTCACTCAAGGTAGATTTCTT
GCCGTCGTGACTGAAACCCGTTT
TCAAGTTCTGATTATCAGCTCGC
G
CGCACCGAGTTCCGCTGGGATAT

® symrk AF492655 1  3342pb 2 GTTTATCATCAATTATTAAACTA 41262717 923 AAMG7418.1  GUUUAUCAUCAAUU  Lotus
GAAAAAAAAACATAATTAACAA AUUAAACUAGAAAA  japonicus
TGGATTTGTACTAATTCAACCTCC AAAAACAUAAUUAA
A CAAUGGAUUUGUAC
AGTCATCTTCCCTCACTTTCCTAG UAAUUCAACCUCCAA
CTACCTCCTGCAGTTTACAGGCC GUCAUCUUCCCUCAC
TGAAGTCAAACCCATATTTTAAG UUUCCUAGCUACCUC
AGTATTCTTTCTTCTAGCTACCTC CUGCAGUUU

# NORK AJA18369 3568 pb 5 TAATGTTTAACATCAACAATAAA 38.430942 925 Q3L4H4 UAAUGUUUAACAUC Médicago
ACTATAGGAAAAAAACATAATC AACAAUAAAACUAU  truncatula
AACTATGCATTGTACTAATTCAA AG GAAAAARACA
TC UAAUCAACUAUGCAU
TCTAACTCGTCTTCCATCTCTTTC UGUACUAAUUCAAUC
CTAGCTACCTCCTGCAGTTTCCTT UCUAACUCGUCUUCC
TCCAGGCCTAAAGTCAAACACC AUCUCUUUCCUAGCU
ATATTTTAACAATATTCTTTCTTC

- La tablede protéine ou on trouve les données de la protéine codée par ce géne pour chaque

espece végétale.

;| CDs\'l_j espe(e\'l_j gene\'| =] protéine | =~ Relations |

code protéil - sequence - |code de dor ~ |taille de domain - séquence de domaine + |longeure de - espece

H il MMELPATRILSQAVTCFLCLYIFIGSASA PS50011 594-871 ERYKTLIGEGGFGSVYRGTLNDGQEVAVKVRSATSTAGTRE 278 Lotus japonicus
TEGFESIACCADLNYTDPLTTLNYTTDYT QBLKXL FDNELNLLSAIQHENLVPLLGYCNESDQQILVYPFMSNGSL
WFSDKRSCRKIPETELRNRSNENVRLFD QDRLYGEPAKRKILDWPTRLSIALGAARGLAYLHTFPG

® AAY22383  MEVDNCWNIRLVNCVIICLVIYIQSAFA Q2TDW9 575-884 QNYKTLIGEGGFGSVYRGTLPDGVEVAVKVRSATSTQGIRE 310 Solanum lycopersicu
QEGFLSIQCCATANFTEPRTNLSWISDGI PS50011 FNNELNLLSAITHENLYPLIGYCCENEQQILVYPFMSNSSLQ
WFPENQSCISRPVYKSEHYERARSFSSDI DRLYGGAAKRKILDWPARLSIALGAARGLLYLHTFSE

[+ ABC70466 AKPYIRVSKMDEIVDPGIKGGYHAEAMWRVVEVALQCLEP Glycine max

FSAYRPNMVDIVRELEDALIIENNASEYMK
SIDSLGGSNRYSIVIEKRVLPSTSSTAESTITTQALSHPQPR

¥ ABD64156  MMELQVIWIIRLVVACVLCLCIFIISASS = PS30011 595-872 EKYKTLIGEGGFGSVYRGTLDDGQEVAVKVRSATSTQGTRE 278 Lathyrus sativu
ATEGFESIACCADSNYTDPKTNLNYTTD (Q208K3 FDNELNLLSAIQHENLVPLLGYCNEYDQQILVYPFMSNGSLL
YRWYSDKSSCRQI DRLYGEPAKRKILDWPTRLSIALGAARGLAYLHTFPG

® ADQ74920.1  MMELPEIWVLRLVVASAVCLHIFIRSVS PS50011 590-867 ERYKTLIGEGGFGSVYRGTLNDGQEVAVKVRSATSTQGTRE 278 Phaseolus vulgaris
GFATEGFENIACCADSNYTDPOTTLNYT ESNO17 FDNELNLLSAIQHENLVPLLGYCNENDQQILVYPFMSNGSL
TDYSWFPDRGSCRRPKIGLNEKVRLFSI (ODRLYGEPAKRKILDWPTRLSIALGAARGLAYLHTFRG

® CAP62376 ~ MMMEGLHNWVLRLFECLVILCFFTLFGS PS50011 602-878 QKYSTLIGEGGFGSVYRGTLPDGQEVAVKVRSATSTQGTRE 277 Datisca glomerata
ASAQEGFVSLACCTDSNFTNTNTNISW FENERKLLSLFRNENLVPLLGYCSENDQQILVYPFMSNGSLQ
TPDYNWFSDRTNCTNITKLTVNNADDE DRLYGELSKRKPLDWPTRISIALGAARGLTYLHTYVG

# NP_001105860 MAARSLLLYALLLLALATAAPSHGLTQA PS50011 245-526 SNYKTMIGEGGFGAVYRGALANGQEVAVKVRSSSSTAGTR 278 Zea mais cultivarB73
DVAKRLKEVLSERNRGHEMLDSWNGD EFNNELRLLSAVWHENLVPLIGYCCEKDQQILVYPFMSNGS
GDPCSPSTWEGFSCEP LODRLYGEASKRKVLDWRTRLSVCIGAARGLVYLHNFAG

[ Q8L4H4 MMELQVIRIFRLVVAFVLCLCIFIRSASS PRUO0159  596-873 EQYKTLIGEGGFGSVYRGTLDDGQEVAVKVRSSTSTQGTRE 278 Médicago truncatula
ATKGFESIACCADSNYTDPKTTLTYTTDH FDNELNLLSAIQHENLVPLGYCNEYDQQILVYPFMSNGSLLD

it Lt Ul K e |‘$ .




Chapitre 111 : Base de données du géne dmi2

- La table CDsou on trouve toutes les informations concernant les introns et les exons du géne
dmi2.

gz EDs.x"I._j espece | ] gene =] protéine | &= Relations
|

CDs ~ |Nombre d'e = |Mombre d'ir = code gene - nom de I'espce -
join(1..100,838..1351,2149 15 14 AMS31079 Datisca glomerata
.2627,2726..2876,2991..30
62,

1..341 1 1 DQ341398 Glycine max

1..2775 1 0 DO403853 Lathyrus sativu
384..3155 1 2 AF452655 1 | Lotus japonicus
376..3150 1 2 AJA18369 Médicago truncatula
323..3082 1 2 HQ385321 Phaseolus vulgaris
263..2974 1 2 AY935260 Salanum lycopersicum
join{1..82,341..497,740..81 6 & NC_024465 Zea mais cultivarB73

1,890..961,1309..1377,

I11. Structuredu gene dmi2 chez les différentes especes étudiées

Pour mieux comprendre le mécanisme de son fonctionnement et sa structuration on a
diversifié le choix des espéces végétales qui établissent des interactions symbiotiques
différentes avec des microorganismes du sol différents : La Légumineuses M. truncatulaentre
en symbiose avec une bactérie du genre Rhizobium, la plante actinorhizienneD. glomerata a la
capacité aussi d’établir une interaction symbiotique mais avec une bactérie du genre Frankia,
la graminée Z. mays peut vivre en symbiose avec des bactéries de sol du genre Azospirillum,
la planteappartenant a la famille des Solanacées (S.lycopersicum) peut aussi établir une

symbiose végeétale avec des champignons mycorhiziens arbusculaires.

|


https://fr.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
http://duchampalatable.inist.fr/spip.php?mot369

Chapitre 111 : Base de données du géne dmi2

Medicagotruncatula

M. truncatula est considérée comme la Légumineuse modéle. C’est une luzerne
annuelle, proche de la luzerne cultivée (M. sativa). Cette espéce est herbacée de la famille
des Fabaceaeellesuscite un intérét croissant sur la scene internationale. Elle est utilisée pour
étudier divers aspects des interactions plantes-microorganismes et surtout les interactions
symbiotique fixatrices d’azote qui s’effectuent entre la luzerne et les bactéries du genre

Rhizobias.

Cette interaction symbiotique nécessite I’intervention de certains genes .Parmi ces
génes, le gene dmi2 (doesn 'tmake infection 2) ou nork(nodulation receptor kinase) situéau
niveau du chromosome 5 et localisé dans la partie distale de la zone d’infection au niveau de

lamembrane plasmique et dans la membrane du cordon d’infection.

dmi2code pour un récepteur kinase localisé au niveau de la membrane plasmique
(Limpenset al., 2005). Il possede un domaine extracellulaire de 595 acides aminés qui
contient trois répétitions LRR(leucine-richrepeat),un domaine transmembranaire, et un
domaine kinase intracellulaire (Endre et al., 2002) . Les domaines LRR sont connus pour étre
impliqués dans les interactions protéine-protéine ou protéine-ligand. 1l est donc possible
quedmi2 soit activé par un ligand généré suite a la perception des NFs, ou qu’il fasse partie du
complexe comprenant les récepteurs des NFs, méme si son mode d’action n’a pu étre

caractérisé a ce jour.

dmi2est essentiel a I’activation des oscillations calciques et de 1’expression des
nodulines précoces, mais a 1I’inverse des LysM-RLKs, il n’est pas requis pour I’activation des
flux calciques (Miwaet al., 2006a). Ces observations indiquent une bifurcation dans la voie de
signalisation en réponse aux NFs, immédiatement en aval des LysM-RLKSs ; un branchement
meénerait aux oscillations calciques, et I’autre aboutirait aux flux calciques. Des études de
fusion transrationnellepromoteur : GUS ont montré que dmi2est exprimé dans 1’épiderme et le
cortex racinaire avant l’infection, et que son expression est fortement induite dans le
primordium nodulaire avant contact avec le cordon d’infection. De plus ce géne est exprimé

dans la zone d’infection des nodules matures (Bersoultet al., 2005).
- Lotus japonicus

Le lotier estune plante herbacée annuelle ou vivace de la famille des Fabacées, sous-

famille des Papillonoidéescouramment cultivée comme plante fourragere. Cette espéce peut
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établir aussi une symbiose rhizobienne par I’intervention de genedmi2 qu’elle le contient et
qui est localisé au niveau du chromosome 2 et code pour 923 acides aminés. Ce géne posséde
un domaine de taille 278 pb avec trois répétitions LRR.

chez L. japonicus,le gene dmi2 est un récepteur kinaseessentiel a 1’activation des

oscillations calciques et de I’expression des nodulines précoces(Den Herder et al., 2012)
- Solanumlycopersicum

La tomate est une espéce de plantes herbacées de la famille des Solanacées, originaire
du Nord-Ouest de I'Amérique du Sud, largement cultivée pour son fruit.La tomate a donné
lieu au développement d'une importante industrie de transformation de grande importance
économique, elle est I'objet de nombreuses recherches scientifiques. Elle est considérée
comme uneplante-modéle en génétique et constitue un bon réservoir d’antioxydants, comme
le lycopéne, I’acide ascorbique, la vitamine E, les caroténoides, les flavonoides et les

composés phénoliques.

Cette  espece etabli une symbiose végétale avec des champignons
mycorhiziens arbusculairesavec le champignon Glomus intraradices et les racines de la
tomate afin d’améliorer la teneur en nutriment minéral du fruit. L réalisation de cette

symbiose est conditionné par la présence de genesymrk analogue au génenork de la luzerne.

Le genedmi2 chez S.lycopersicum est localisé au niveau de chromosome 2, code pour
903 acides aminéset possede un domaine de taille 310 pb,il est identifié comme un récepteur
kinase des signaux et un activateur des oscillations calciques et des genes intervenants dans la

mychorisation.
- Datiscaglomerata

D. glomerata est une plante actinorhizienne, herbacée, vivace, appartenant a la famille
Datiscaceae et forme héberge des bactéries fixatrices d'azote dans ses racines. Cette
association conduit a la formation d'un nouvel organe racinaire fixateur d’azote constitué de
plusieurs lobes anatomiquement semblables a une racine latérale. Cet organe est le « nodule

actinorhizien » également appelé « actinorhize ».

Pour I’établissement de cette interaction symbiotique, un géne indispensable a
I’aboutissement de nodules est le génedmi2 qui se constitue d’un domaine de taille 277 pb et

code pour 934 acides amines.

.
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- Glycine max

Le soja (Glycine max) est une espece de plante annuelle de
la famille desLégumineuses. Cette plante est caractérisée aussi par ces interactions
symbiotiques avec les bactéries fixatrices d’azote du genre Bradyrhizobium. Le géne

nork/dmi2 intervient aussi dans le processus de cette interaction.

Ce géne est situé chez G. maxau niveau de chromosome 1 et code pour 112 acides
aminés. Son domaine est inconnu jusqu'a présent par rapport a son fonctionnement et
participe toujours dans 1’événement des oscillations calciques et la régulation de la cascade

de la voie de signalisation symbiotique.

- Phaseolusvulgaris

Le Haricot, ou Haricot commun est une espece de plantes annuelles de la famille
des Fabaceae(Papilionacées), du genre Phaseolus, couramment cultivée comme légume.
Cette plante joue un réle important dans l'alimentation humaine (source d'amidon et

de protéines) et dans la fixation biologique de I'azote.

Le Haricot a une racine principale non dominante qui est trés rapidement complétée de
racines latérales. Elles sont le siege du phénoméne de « nodulation », les nodules étant des
excroissances provoquées par l'infestation par des bactéries du genre Rhizobium. Ces bactéries
vivent en symbiose avec la plante : elles recoivent par la séve des hydrates de carbone et lui
fournissent de I'ammonium synthétisé a partir de I'azote atmosphérique. Les principales

especes nodulant le haricot sont Rhizobium etli et R.phaseoli.

Cette interaction symbiotique dépend de I'expression finement coordonnée d'une
batterie de génes impliquésdans l'infection et les procédés de l'organogenése. Aprés la
perception du facteur Nod, le récepteur kinase (SymRK) déclenche une cascade de
transduction essentielle pour la nodulation conduisant a des divisions de cellules corticales de
signal, formation de fil d’infection et la libération finale de Rhizobium & I'espace

intracellulaire, formant le symbiosome.

Ce gene est exprimé au niveau de 1’épidermede nodule, et dans les cellules non
infectées de la zone d'infection. D'autre part, I'expression de knock-down PvSymRK a conduit
a la formation de nodules rares et défectueux, ce qui présente des altérations dans la formation

de fil d’infection et la formation du systéme vasculaire(Lopezet al., 2011).

-
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- Zea mais

Le mais (Z. mays cultivar B73), est une plante herbacée, tropicale annuelle de la
famille des Poacées (graminées), largement cultivée comme céréale pour ses grains riches
en amidon, mais aussi comme plante fourragére. Le terme désigne aussi le grain de mais lui-

méme.

Comme chez P.vulgaris ,G.max D.glomerata, S. lycopersicum,L.japonicus, M
truncatula ,le mais peut établir des interactions symbiotiques avec des bactéries de sol du
genre  Azospirillumbrasilensepour  fixer 1’azote  atmosphériquepar  I’intervention
degénedmi2qui fonctionne d’une maniere similaire que celle des autres especes.Chez Z.mais
le génedmi2 est situé au niveau de chromosome 7 et code pour 579 acides aminés avec un

domaine transmembranaire de 278 pb.

.
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Les ressources en azote de la planete sont pratiqguement illimitées grace au réservoir
atmospherique. Pourtant 1’azote est, aprés 1’eau, le principal facteur limitant la croissance
des végétaux. En effet, pour étre utilisable par les végétaux, 1’azote doit étre sous forme
minérale (NH;" et NO3"), ce qui peut se réaliser par deux voies : la voie de la fixation

biologique et la voie industrielle de synthése des engrais azotes.

La fixation biologique, découverte a la fin du X1Xe siécle, implique uniquement les
procaryotes (bactéries ou cyanobactéries), une centaine d’espéces au plus, qui vivent a

1’¢état libre ou en association avec certaines plantes.

Ces bactéries sont capables de réduire 1’azote gazeux (N2) en ammoniac (NHs), qui
est transformé en ammonium (NH,). L'ion ammonium sera incorporé immédiatement
dans divers types d'acides aminés. Cette réaction analogue a celle mise en ceuvre
industriellement dans la production d'engrais azotés se fait, par contre, sous des conditions
normales de température et de pression, grace a la nitrogénase, complexe enzymatique
particulier et de nature comparable chez tous les organismes fixateurs. Cependant, la
réduction de l'azote atmosphérique est un processus trés colteux en énergie. Les
organismes fixateurs d'azote doivent donc trouver dans leur environnement de grandes

quantités de carbone, qu’ils se procurent.

Dans les sols, on constate en général que les bactéries fixatrices libres ne jouent
qu’un role mineur. Par contre, dans le cas d’une association avec un végeétal, la fixation
d'azote bénéficie directement des photosynthétats de la plante et on obtient alors un

systéme tres performant.

Cette association se traduit par la formation d’organes nouveauX, les nodosités,
situées le plus souvent sur le systéeme racinaire, dans lesquelles les bactéries se multiplient
et réduisent 'azote de l'air. La plante hote fournit une niche protectrice et de 1’énergie aux
bactéries qui, en eéchange, cédent I'azote fixé a la plante. On a donc bien une symbiose,

c'est-a-dire une association a bénéfice réciproque.

La grande majorité des plantes connues pour former des nodosités fixatrices d'azote
sont les Légumineuses (ou fabacées) qui s'associent avec les Rhizobia.L’établissement de
la symbiose Rhizobium-Légumineuse est contr6lé par une voie de signalisation. Pour
mieux comprendre le mécanisme de cette interaction symbiotique, il faut tout d’abord

identifier les génes intervenant dans cette voie de signalisation.




Conclusion generale

Pour cela, on a créé une base de données du gene dmi2 (doesn tmake infections 2),
I’'un des principaux acteurs moléculaires de la cascade signalétique, afin decomparer sa
structure fine au sein de différentes especes végétales qui est. D’aprés la comparaison de la
structure de ce géne chez différentes especes végétales,on estarrive a conclure que ce géne

est différent d’une espéce a une autre et méme au sein de la méme famille.
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