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l. Introduction

Lors de notre étude nous nous somme intéressé aux mécanismes contrélant la symbiose fixatrice
d’azote entre la légumineuse Medicago truncatula et son partenaire symbiotique bactérien
Sinorhizobium medicae. Au cours de ce phénoméne les bactéries infectent de maniére
intracellulaire les racines de la plante et provoquent la formation d’un nouvel organe, la nodosité
fixatrice d’azote, au sein de laquelle le microorganisme transforme 1’azote atmosphérique en

forme assimilable par 1’hote.

Afin d’améliorer notre compréhension de I’interaction Medicago-Sinorhizobium, nous avons
réalis€¢ une série d’analyses de protéomes, transcriptomes d’une plante sauvage (WT) et du
protéome du mutant symCRK qui forme des nodosités non-fonctionnelles et présentant une perte
de répression de I’immunité. L’objectif de nos recherches consisté a vérifier s’il y’avais une
communication endocellulaire entre les deux partenaires et si oui, d’identifier les acteurs de ce
phénomeéne. Le phénotype du mutant symCRK a toujours été considéré uniquement du point de
vue immunitaire, ainsi nous avons cherché a vérifier s’il y’avais d’autre types de modifications
expliquant le dysfonctionnement observé chez ce mutant, pour cela plusieurs hypothéses non-

exclusives ont été testées en utilisant les méthodes d’analyses convenables.
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1. Les interactions plantes-microorganismes

Il existe plusieurs types d’interactions plantes-microorganismes, elles peuvent étre sans effet sur

’héte, bénéfiques dans le cas des symbioses ou a I’inverse néfastes dans le cas des pathogénes *.

1.1. Les interactions plantes-pathogénes

Un grand nombre de bactéries, de champignons et d’oomycétes sont capables d’infecter les
plantes, causant des symptomes allant de 1’altération de la croissance a la mort de 1’individu
infectél. Par exemple la bactérie Agrobacterium tumefascience produit la maladie de la tumeur
du collet caractérisée par la production d’une masse résultant de I’hyper prolifération des cellules
du cortex au niveau de la jonction racine-tige des hotes infectés?. Ralstonia solanacearum est
quant a elle capable de pénétrer les racines de 1’hdte via le méristéme et les jonctions entre la
racine principale et les racines secondaires, une fois dans 1’héte la bactérie se multiplie au sein
des tissus vasculaires et se propage dans 1’individu conduisant ainsi a sa mort®. Le pouvoir
pathogene d’une souche différent d’un hote a 1’autre, par exemple, un microorganisme infectant

un hote ne sera pas obligatoirement pathogéne chez une autre plante®.

1.2. Les interactions plantes-symbiontes

La symbiose est définie comme étant une association a bénéfices mutuelle établie entre 1’hote et
ces partenairest. Dans le cas des plantes on peut distinguer deux grands types de symbioses, la
premiere est la symbiose mycorhizienne qui est une association plante-champignon, répondue
chez de nombreux plantes elle permet a 1’hote d’obtenir le phosphate et certain éléments
nutritifs inaccessibles dans le sol®. Le second type est la symbiose fixatrice d’azote, identifiée
notamment chez les légumineuses, qui sont des plantes de la famille des fabacées capables
d’interagir avec des bactéries du sol fixatrices d’azote, les rhizobia®. Cette interaction permet a

I’hote d’obtenir 1’azote indispensable a la croissance et au développement.
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2- Réponse des plantes aux microorganismes

Au cours de leur évolution les végétaux ont développés un ensemble de mécanismes leur
permettant de discriminer entre les différents types de microorganismes (neutre, pathogéne ou

symbionte) et d’apporter la réponse adéquate®.

2.1. La perception, premier phase de ’interaction

Les plantes ont la capacité de percevoir les microorganismes directement ou indirectement’#,
Des récepteurs membranaires, extra ou intracellulaires sont employés afin de discriminer entre
pathogéne et symbionte °. Les récepteurs localisés dans les membranaires plasmiques sont les
plus décrits dans la littérature, ils sont composés d’une partie extra cellulaire impliquée dans la
perception, d’un domaine transmembranaire d’encrage a la membrane ainsi qu’un domaine
intracellulaire impliqué dans I’activation de phénomeéne de signalisation menant a la réponse de
I’hote *. Certain récepteurs peuvent présenter des domaines modifiés ou absents, dans ce cas ils
peuvent former des homo/hétéro, di/multimetre avec d’autre récepteurs afin de mener a bien leur

fonction01,
2.2. Que percoit la plante ?

Plusieurs éléments peuvent étre percus par la hote, les MAMPs (Microbial Associeted Molecular
Pattern) et PAMPs (Pathogen Associeted Molecular Pattern) correspondes a des molécules
partagées entre les microorganismes et les pathogénes respectivement!?. En fonction de la nature
chimique de ces molécules, le domaine de perception du récepteur vas étre différent, ainsi les
LysM (Lysine Motif) interagissent avec des glucanes, alors que les LRRs (Leucine Reach
Reapeat) reconnaissent des peptides!®!*. L’un des LRR RLK (Receptor-Like Kinase) les mieux
documentés est FLS2 (FLageline Sensing 2) qui reconnait le peptide flg22 présent dans le
flagelle des bactéries, formant un complexe avec le recepteur BAK1 (Brassinosteroid Associeted
Kinase 1), ils activent la signalisation immunitaire!!. Les plantes peuvent aussi détecter de
maniére indirecte les microorganismes par la perception des effets potentiels engendrés par ces
derniers, par exemple dans le cas des pathogenes, la dégradation des parois cellulaire libére des

oligogalacturonates percus par la plante®.
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2.3. Suite a la perception, la mise en route de la réponse

Aprés la liaison du ligand a son récepteur, une activation de la signalisation cellulaire est
observée!!. Ce phénomeéne comprend un ensemble d’événements fondamentalement similaires
quel que soit le type de microorganismes, mais dont I’amplitude ou les acteurs sont variables
d’un microbe a un autre. Dés I’activation du récepteur, une dépolarisation membranaire
impliquant des échanges d’ions a lieu, elle stimule des protéines de signalisation directement ou
indirectement via I’influx de calcium au sein de la cellule hote®. Ce dernier se fixe sur des
protéines ayant des domaines de fixation de Ca*? telle que les calmodulines’ et vont étre
responsables du déclanchement de cascades de signalisations comportant plusieurs dizaines de
protéines s’activant les uns-les autres'®. Le récepteur kinase active aussi cette cascade par
phosphorylation des protéines impliquées dans la chaine de signalisation et d’enzymes
synthétisant des espéces réactives de I’oxygéne ou ROS (Reactive Oxygen Species)®® (figure 1).
Les MAPKs (Mitogen Associeted Protein Kinase) est une famille de protéines dont certain
membres jouent un réle essentiel dans la réponse immunitaire?®. Elles agissent sous forme de
module composé de 3 types de MAPK : MAPKKK, MAPKK et MAPK qui se phosphoryle en
cascade menant a la fin a la stimulation de la MAPK, impliquée dans I’activation de facteurs de
transcriptions responsables de I’induction d’expression de génes immunitaires au sein du noyau

cellulaire?.
2.4. Réponse des plantes aux pathogénes

La perception des pathogénes s’effectue via des récepteurs nommés PRRs (Pathogens
Recognition Receptor) qui activent la signalisation immunitaire caractérisee par les
modifications physiologiques précédemment citées!®. Une réponse immunitaire est alors
déclenchée et conduit a différents évenements : tel que I’expression de génes immunitaires, la
production et la libération de composés toxiques (exemple : les phénols) et a la MCP (Mort
Cellulaire Programmée) des cellules infectées 2* (figure 1). Dans certains cas les plantes peuvent
perturber les signaux de communication employés par les pathogenes tel que les AHL (N-acyl

homoserine lactone) du quorum sensing bactérien?2.



I1. Synthése bibliographique

. . Parois
Microorganismes
DAMP

Effet a4

y
imicrobi r
antimicrobien ‘ Dépolarisation
! membranaire
A I Influx calcium

/ l Calcium
ROS 1

Phosphorylation
Protéine signalisation

Calmoduline

Phénols

Facteur transcription I
\ immunitaire )

Figure 1. La signalisation immunitaire. Suite a la perception des PAMP/MAMPs ou DAMP

par les RLKSs, une dépolarisation membranaire a lieu et conduit a I’accumulation du calcium
dans la cellule. Ce denier active des protéines telles que les calmodulines. Les récepteurs peuvent
activer par phosphorylation des protéines de signalisation immunitaire et les enzymes
responsables de la production de ROS, molécules ayant un effet antimicrobien et qui induisent
des modifications post traductionnelles sur les protéines de signalisation. L’ensemble de ces
événements abouti a 1’activation de facteurs de transcriptions stimulants 1’expression de genes
immunitaire, enfin les composés antimicrobiens tels que les phénols sont secrétés dans le milieu

extracellulaire.

2.5. Les différents types de réponse immunitaire

Il existe plusieurs niveaux de réponses associés a plusieurs niveaux de reconnaissances?, le
premier est la PTI (PAMP Triggered Immunity) qui résulte de la perception des PAMP/MAMP,
elle conduit & I’expression de génes immunitaires et a la libération de substances toxiques?.
Certains pathogénes on la capacité d’inhiber la PTI par I’injection de petites protéines appelées
effecteurs au sein de la cellule héte, les effecteurs agissent comme des perturbateurs de la
signalisation immunitaire?*?®. Dans le cas oU ils arrivent a stopper la PTI, on parlera alors d’ETS
(Effector Triggered Sensitivity). Certaines plantes possédent des récepteurs intracellulaires NBS-
LRR (Nucleotide Binding site-LRR) capables de détecter les effecteurs®®, suite a leur activation,

une réponse plus intense conduisant a la MCP est observée?’. La figure 2 présente le modéle
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Zigzag proposé par Jones et Dangl décrivant les niveaux de perception et de réponse au cours

des interactions plantes-microorganismes?’.

ETl

dy1-5aN

Figure 2. Modele Zigzag. Suite a la perception des PAMPs par les PRRs, une PTI est
déclenchée, elle produit une réponse d’amplitude moyenne. Les pathogenes peuvent utiliser des
effecteurs qui bloque la PTI et conduit a ’ETS. Enfin les plantes ayant des récepteurs NBS-LRR

adéquat enclenchent une ETI d’amplitude maximale. Figure Modifiée de?’.

3- La symbiose fixatrice d’azote

L’azote peut étre apporté aux plantes sous forme minérale par I’ajout d’engrais azotés?.
L’inconvénient de ce type d’apport est que les engrais minéraux a long terme détruisent les sols
et les habitats naturels?®. L’alternative est I’utilisation de plantes possédant la capacité naturelle
de produire de I’azote, tel que Medicago truncatula, une légumineuse qui obtienne cette

molécule au cours d’une interaction symbioticue avec les rhizobia®.

Notre projet de recherche se focalisant sur la compréhension des mécanismes
moléculaire sous-jacent [’interaction entre M. truncatula et son partenaire symbiotique

Sinorhizobium medicae, ce chapitre se propose de décrire plus en détail cette symbiose.
3.1. La reconnaissance legumineuse-rhizobia

En condition de carence azoté, les légumineuses via leurs racines synthétisent et libéres des
flavonoides qui son percu par les rhizobia®. Cette perception passe par la fixation des

flavonoides au facteur de transcription bactérien NodD, aprés son activation, il enclenche la
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biosynthése de facteurs de nodulation ou facteurs nod qui sont des chitooligosacharides®. Une
fois dans la rhizosphére, ces facteurs sont percus par des RLK de type LysM tel qu’NFP
(Nodulation factor Perception)®®. Une fois activé, ces derniers enclenchent une signalisation

cellulaire symbiotique indispensable & la mise en place de 1’interaction®.

3.2. Formation de la nodosité fixatrice d’azote

La signalisation symbiotique conduit a de deux éveénements, le premier est I’infection des racines
par les bactéries qui forment un cordon d’infection pénétrant via les poils absorbants racinaires®.
Le cordon d’infection croit en direction du cortex, parallelement a cela, le deuxieme évenement
est enclenché et consiste a la réactivation de la division des cellules du cortex au point
d’infection®. Enfin les bactéries sont re-larguées au sein des cellules corticales®. Ces
phénomeénes conduisent a la mise en place d’un nouvel organe racinaire la nodosité fixatrice

d’azote qui accueille les rhizobia®!(figure 3).
3.3. Ultrastructure d’une nodosité indéterminée

On peut distinguer deux types de nodosités, celles qui sont déterminées, de forme arrondie et
celles qui sont indéterminées, de forme allongée 33, M. truncatula produit le second type qui
est caractérisé par une zonation des tissus®’ (figure 3). La zone | ou zone meristématique est
responsable de la production des différents tissus de 1’organe ainsi que de sa croissance en
longueurs, la zone II ou zone d’infection accueil les rhizobia qui infectent de maniere
intracellulaire les cellules de 1’héte, les bacteroids (forme intracellulaire des rhizobia) sont
entourés d’une membrane appelée membrane peri-bacteroidienne dérivant de la membrane
plasmique de I’hdte et séparée du bacteroid par un espace peri-bacteroidien, I’ensemble est
appelé symbiosome. Au sein de la zone Il les bacteroids immatures se différencient pour devenir
des bacteroids matures fixant 1’azote dans la zone Il ou zone de fixation. Enfin quand la
nodosité devient trop agée, quand une source d’azote organique est ajoutée au milieu ou quand la
plante est stressée, une zone IV ou zone de sénescence apparait, au sein de laquelle les bactéries,

mais aussi les composés de la plante sont dégradés et recyclés ¥ (figure 3).
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Figure 3. La symbiose Medicago-Sinrozhizobium.Au cours de la symbiose, aprés la phase de
reconnaissance les bactéries forment un cordon d’infection (13) qui pénétre au sein de la racine
via les poils absorbants (12). En paralléle une réactivation de la division des cellules du cortex a
lieu formant le future primordium nodulaire (14). L’interaction conduit a la formation d’une
nodosité fixatrice d’azote composée d’un méristéme apical (ZI), d’une zone d’infection (ZII) au
sein de laquelle les rhizobia infectent de maniére intracellulaire les cellules de I’hote et se
différencient. Au sein de la zone de fixation (ZII1) les bacteroids fixent 1’azote atmosphérique
pour le bénéfice de la plante. Enfin on observe la zone de sénescence (ZIV) au sein d’une
nodosité agée, d’une plante stresse ou apres ajout de nitrate dans le milieu de culture. 1:
épiderme nodulaire, 2: méristeme, 3: cortex and endoderme nodulaire, 4: xyléme, 5: phloeme, 6:
cellules vides, 7: épiderme racinaire, 8: cortex racinaire, 9: endoderme racinaire et péricycle, 10:

xyléme racinaire, 11: phloéme racinaire (modifié¢ de®").

3.4. La différenciation bactérienne chez M. truncatula

Au cours de la symbiose, Sinorhizobium sp entame un processus de différenciation au cours
duquel le bacteroid augmente en taille passant de 1 um a 7 um avec une endoréduplication du
génome pouvant atteindre 32 copies®. Ce processus est controlé chez M. truncatula par une
famille de géne codant des NCRs (Nodule Cystein Reach) qui sont des petits peptides
antimicrobiens adressés au bacteroid via I’endopeptidase Dnfl et internalisés au sein de la
bactérie par le transporteur bactérien BacA*®. L’absorbation des NCRs par la bactérie est
essentielle afin de prévenir I’effet antibactérien des peptides®®, au sein du bacteroid les NCR
interférent avec des protéines telles que FtZ (impliquée dans la division cellulaire) afin de

stimuler la différenciation*®. Enfin le bacteroid mature produit la nitrogénase qui est 1’enzyme
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impliquée dans la transformation de 1’azote atmosphérique en forme assimilable (NHs") par la

plante®.,

3.5. L’immunité au cours de la symbiose

La répression de I’immunité au cours des étapes précoces de la symbiose est un élément clé
permettant la mise en place de I’interaction®?. Plusieurs études ont montrées qu’une répression de
I’expression des génes immunitaires a lieu apres la reconnaissance des rhizobia, elle résulte de
I’activation de la signalisation symbiotique induite par les facteurs nod et dans certain cas de
Ieffet d’effecteurs symbiotiques appelés NOP (Nodule Outer Protein)*®. Afin d’éviter la
stimulation de la réponse immunitaire, certaines rhizobia ont modifiées leurs MAMPs telle que
S. meliloti qui présente un flg22 divergent de la structure canonique du peptide identifiée chez
les bactéries*’. Enfin les rhizobia peuvent réduire la stimulation immunitaire en empéchant la

pénétration du calcium au sein des cellules de 1’hote*.

3.6. Les mutants Nodule Defective in Immuno Repression

Plusieurs mutants de M. truncatula ont la capacité de former des nodosités, mais ces derniéres
sont non fonctionnelles (non-fixatrices ou fix-)*. Parmi ces mutants certain présente un
dysfonctionnement de la répression immunitaire conduisant a la formation de nodosités
nécrotiques accumulant les composés phénoliques et des protéines immunitaires telle que la
PR10 (Pathogenesis Related protein)'#548, Ces mutants ont été nommés NDIR (Nodule
Defective in Immuno Repression)®’. Parmi eux le mutant altéré dans le géne SymCRK (Symbiotic
Cystein Reach Kinase) qui code un RLK probablement impliqué dans la prévention de la réponse
immunitaire au cours de 1’infection des nodosités par les rhizobia (figure 4)*°, le mutant de ce
gene présente notamment une accumulation de phénols et I’expression de génes de défense au

sein des nodosités (figure 4)*°.



I1. Synthése bibliographique

(A)

™
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Figure 4. Le mutant symCRK. (A) Le géne SymCRK code un RLK avec deux domaines
extracellulaires de fonction inconnue (DUF26), un domaine transmembranaire (TM) et un
domaine intracellulaire Serine/Thréonine protéine kinase, ce deniers possede un motif non-RD
caractéristique des PRRs tel que FLS2. (B) le mutant du géne présente des nodosités accumulant

les phénols. WT : Wilde type ou type sauvage. Figure issue de®°.

4. Introduction a I’étude réalisée

Nos travaux font suite a la publication du protéome de M. truncatula et du mutant symCRK?*®.
Les auteurs décrivent les phénotypes du mutants symCRK comparés au sauvage sur 1’aspect
protéomique, dans I’article, les auteurs se focalisent sur les protéines immunitaires et la voie de
I’éthyléne, ils démontrent qu’une partie du phénotype du mutant étudié est dépendant de

’activation de la réponse éthylénique conduisant a la dé-répression de I’'immunité.

Dans 1’étude publiée, seulement une partie des données ont été exploitees et beaucoup d’aspects
liés a la symbiose chez M. truncatula et a la compréhension du phénotype de symCRK peuvent
étre encore prospectées. Notre projet consisté a re-analyser les données et de les recouper avec

celles issus de transcriptomes afin d’améliorer notre compréhension de I’interaction étudiée.
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I1. Synthése bibliographique

4.1. Point de départ de nos recherches

Notre point de départ été les données du protéome issus de Berrabah F et ces collégues®. Le
protéome présente des protéines de M. truncatula et de S. medicae identifiées dans trois fractions
cellulaires correspondant : au cytosol et au microsome de 1’héte, ainsi qu’au symbiosome. Le
fractionnement a été obtenu par centrifugation différentielle sur des broyas de nodosités issus de
la plante sauvage (WT) ou du mutant symCRK. Nous avons aussi utilisé au cours de 1’étude les
données de transcriptome issue de 1’étude de Roux et al*® représentant les transcrits accumulées

pour chaque zone de la nodosité chez la plante WT.

4.2. Problématique et questions abordeées

Au cours de notre étude nous avons cherché a identifier de nouveaux acteurs impliqués dans la
symbiose, notamment ceux qui €té requis dans les échanges bacteroids-hotes. Un autre aspect
important de notre travail ét¢ d’expliquer d’autre différences de phénotype observés entre le
sauvage et sSYymCRK non décrites dans 1’article publié. Pour cela différentes hypotheses testées
par des méthodes de comparaisons adéquates ont été réalisées, enfin nous avons cherché a

identifié des génes candidats pour la réalisation d’études fonctionnelles.
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I11. Matériels & méthodes

La méthodologie d’obtention de protéomes est détaillée dans [’annexe
1. Méthode d’analyse des données issues du protéome

Au cours de notre travail nous nous sommes intéresses a plusieurs aspects du protéome chez le
WT et/ou symCRK :

(i) Afin de comprendre les échanges bacteroid-plante :pour chaque génotype (WT ou
symCRK, figure 5; comparaison intra génotype) nous avons cherché a identifier les protéines
s’accumulant préférentiellement dans des fractions de telle sorte qu’on obtienne les protéines de
bactéries (fleche jaune) accumulées dans les fractions de la plante (cytosol/microsome) et celle

de la plante (fleche verte) accumulées en fraction symbiosome contenant le bacteroid (méthode

a).

(i) Afin d’expliquer les différences de phénotype entre sauvage et mutant : nous avons
appliques trois methodes de recherche, a) la premiere consiste a comparer entre les génotypes
(figure 5, comparaison inter genotype méthode b) les résultats obtenus par la méthode précédente
(méthode a). b) La seconde est d’identifier les protéines specifiqguement accumulées chez le WT
ou le mutant (comparaison inter génotype, méthode c). c¢) La troisieme approche consiste a
identifier les protéines qui présentes un changement de répartition au sein des fractions entre les

deux génotypes (comparaison inter génotype, methode d).
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WT(R108) Comparaisoninter symCRK Comparaisonintra
génotype génotype
(a) Protéines {\ n
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Figure 5. Méthode d’analyse des données protéomiques. Au cours des comparaisons intra
génotype les protéines de plante (fleche verte) accumulées en fraction symbiosome et les
protéines de bactéries (fleche jaune) accumulées en fraction de plante (cytosol/microsome) sont
identifiées (méthode a). Dans les comparaisons inter génotypes sont identifiées les protéines
communes et spécifiques isolées au cours de la méthode a entre WT et symCRK (méthode b),
puis sont identifiées les protéines spécifiquement accumulées au sein d’un génotype sans prendre
en considération la répartition entre les fractions (méthode c) et les protéines dont la répartition
est modifiées entre les génotypes (méthode d). M: fraction microsomale, C: fraction

cytosolique, S : fraction symbiosomale.

2. Analyse statistique

Apres téléchargement des données, les moyennes des valeurs de détection des protéines ont été
calculées pour chaque fraction, par la suite 1’identification des protéines en utilisant les
différentes méthodes citées est réalisée avec I’application de test logique et de filtrage

disponibles sur Excel.
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I11. Matériels & méthodes

3-Analyse transcriptomique

Nous avons cherché pour chaque protéines isolées a déterminer la/les zone(s) d’expression dans
la nodosité sauvage. Pour cela nous avons utilisé les données issues du transcriptome réalise par
Roux et ces collégues®. Lors de cette étude, les nodosités de M. truncatula WT ont été récoltées,
fixées et disséquées par méthode de microdissection laser de telle sorte que cinq parties soient
isolées (voir figure 6). Les transcrits pour chague zone sont extraits puis analysés par technologie
RNA-seq. Il est important d’indiquer que les résultats sont obtenus dans le contexte WT, ainsi
I’expression des génes correspondants aux protéines identifiées chez symCRK sera analysée chez
le WT.

Figure 6. Représentation des zones produites au cours de I’étude de Roux et al. FI :
méristeme, FIId : zone d’infection distale, FIIP : zone d’infection proximale, IZ : inter zone

séparant les zones Il et 111, ZI1I : zone de fixation®.
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IV. Résultats & discussion

Le volume des résultats obtenu étant trés important et dans le but de faciliter la lecture de cette

partie de notre manuscrit, nous allons discuter les résultats les plus pertinents.
1. symCRK preésente une accumulation de protéines impliquées dans la défense

Nous avons tous d’abord réalisé une analyse des protéines spécifiguement accumulées au sein de
chaque génotype (voir méthode c, matériel & méthode). Le tableau Annexel & Annexe2 en
annexe présente les protéines spécifiquement accumulées chez le WT et symCRK
respectivement. On détecte 113 protéines chez le WT contre 200 chez le mutant. La plante
sauvage presente une accumulation de protéines ayant des fonctions variées, impliquées dans le
métabolisme, la croissance, le développement, la régulation hormonale et possiblement dans le
maintien de la survie intra cellulaire des bactéries (Annexel), alors que chez le mutant on
identifie des récepteurs immunitaires, des protéines de défense, des enzymes impliquées dans le
stress redox et dans la biosynthése de composés immunitaires (Annexe2). Ces résultats
confirment 1’hypothése indiquant que le dysfonctionnement menant au phénotype de symCRK
est lié a la perte de la biosynthése de protéines normalement impliquées dans le fonctionnement
de la nodosité et qui sont remplacées par des protéines impliquées dans la réponse immunitaire.
Nos observations sont en accords avec celles réalisées par les auteurs de I’article présentant le

protéome?®, ce qui valide notre démarche de recherche.

2. S. medicae intervient potentiellement dans la régulation des processus physiologiques de
I’hote

Dans le but d’aller plus loin, nous avons cherché a identifier les protéines de S. medicae
influencant la physiologie de M. truncatula, pour cela les protéines de la bactérie accumulées
dans les fractions du cytosol et du microsome du WT et/ou de symCRK ont été identifiées (voir
méthode a et b, matériel & méthode). La premiére partie du tableau 1 présente les résultats
obtenus pour la plante sauvage. L’analyse révéle la présence de 25 proteines de S. medicae
accumulées au sein de fraction du WT. Cette observation indique que la bactérie est capable
d’exporter des protéines vers son partenaire symbiotique. Plusieurs travaux ont révélés que les
rhizobia peuvent adresser des protéines au sein des cellules afin de contrbler des processus
physiologique tel que I’immunité, c’est ’exemple de la souche NGR234 qui injecte des
effecteurs symbiotiques au début de 1’interaction afin d’inhiber les réactions de défense**>2,
Plusieurs protéines accumulées sont annotées en tant qu’interactant d’autres protéines telles que

des récepteurs (tableau 1). Une hypothése serait qu’elles interviennent dans la régulation de
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IV. Résultats & discussion

processus physiologique de I’hote en interagissant avec les protéines de ce dernier. Ce
phénomeéne est observé chez des pathogeénes intracellulaire tel que Listeria monocytogéne, qui au
sein de la cellule macrophagique a la capacité en utilisant des protéines diverses a manipuler la
signalisation afin d’échapper a la dégradation®®. Certaines protéines isolées font partie de la
famille des lipases et des lipoprotéines qui sont probablement impliquées dans le
métabolisme/contréle des phospholipides® (tableau 1). Il est possible que S. medicae utilise ces
protéines afin de contrdler I’homéostasie lipidique de M. truncatula. Plusieurs pathogénes
présentes la capacité de manipulent les phospholipides afin notamment de perturber la
communication intracellulaire impliquant ce type de molécule 3. Enfin des enzymes
bactériennes requises dans la production de ROS (NADPH oxydase et Cytocrome C oxydase)
sont enrichies en fraction microsomal (tableau 1). Ces protéines interviennent probablement dans
le contrdle de la balance d’oxydoréduction (redox) qui participent notamment dans I’immunité et
le métabolisme®>’. L’ensemble des résultats indique qu’une fois dans la cellule le bacteroid
continue a influencer son hote probablement dans le but de maintenir I’interaction et complete

les données présentes dans la bibliographie®®.
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1V. Résultats & discussion

Tableau 1. Protéines de bactérie enrichies dans les fractions de plante WT et/ou symCRK.
Les valeurs représentent la moyenne de détection des protéines issue de trois répétitions

biologiques pour chaque condition. S : symbiosome, M : microsome, C : cytosol.

wr | symcrk
Augmentées dans microsome et/ou cytosol du WT S| M| C|S|M ] C
ISmed_2392 Extracellular ligand-binding receptor 1,370,18 1,403,65 0,19}1.54
Smed_3416 Basic membrane lipoprotein 1,280,08 1,43[2,12/0,17/1,08
ISmed_4889 Glycine betaine ABC transporter substrate-binding protein 0,060,00 0,13/0,53 0,00‘0,10
Smed_0102 Periplasmic binding protein/Lacl transcriptional regulator 0,95/0,07 1,11{2,05/0,12/0,69
ISmed_2326 Extracellular solute-binding protein 0,48/0,00 0,48/1,02 0,00[0,30
ISmed_1415 Basic membrane lipoprotein 0,51/0,07 0,70/1,07/0,06/0,27
ISmed_3102 Extracellular solute-binding protein 0,66/0,00 0,68 0,95]0,00]0,31
ISmed_0310 Extracellular solute-binding protein 0,33/0,00 0,35/0,70/0,000,36
Smed_4970 5-oxopent-3-ene-1,2,5-tricarboxylate decarboxylase 0,42/0,00 0,440,775 0,00]0,24
ISmed_3227 Periplasmic binding protein/Lacl transcriptional regulator 0,25/0,00 0,31/0,91/0,00/0,48
Smed_2041 ABC transporter binding protein 0,170,00 0,18 1,27[0,10[0,48
ISmed_2305 Glycine betaine ABC transporter substrate-binding protein 0,110,00 0,40 0,73]0,00]0.34
Smed_5338 Basic membrane lipoprotein 0,150,00 0,26/0,70 g,oo]g.ls
ISmed_1123 Endoribonuclease L-PSP 0,650,15 0,70[0,74 0,ﬂ0,39
Smed_1728 Extracellular solute-binding protein 0,00,0,00 0,05/0,92 0,000,13
ISmed_1079 GDSL family lipase 0,65/0,00 0,69/0,540,00/0,25
Smed_1129 Aliphatic sulfonates ABC transporter substrate-binding protein 0,12/0,00 0,130,44 0,00/0,00
ISmed_2779 Keto-hydroxyglutarate-aldolase/keto-deoxy-phosphogluconate aldolase |0,22/0,00 0,24/0,91 0,0010,12
Smed_3005 50S ribosomal protein L21 0,46/0,50 0,23/0,58 0,37[0,35
ISmed_3485 50S ribosomal protein L20 0,53/0,53 0,32/0,71 0,23&),47
Smed_5932 Cytochrome c oxidase, cbb3-type subunit IlI 0,270,29 0,000,000 0,00[0,00
ISmed_3491 Hypothetical protein 0,000,00 0,21/0,42 0,00}0,11
Smed_0948 NADH dehydrogenase 0,24/0,26 0,00/0,00/0,00!0,00
Smed_5873 Basic membrane lipoprotein 0,000,00 0,070,112 0,0Q[0,00
Smed_2827 Transketolase central region 0,080,00 0,09/0,17 0.07]0,00
Augmentées dans microsome et/ou cytosol de symCRK
Smed_6223 |Nitrogenase molybdenum-iron protein beta chain 4,300,433 0,94/0,13 0,23!0,53
ISmed_1620 Cold-shock DNA-binding domain-containing protein 5,690,00 1,61(2,97 0,00]4.19
Smed_2005 Cold-shock DNA-binding domain-containing protein 1,96/0,00 0,950,58 0,00]1,40
ISmed_2138 Riboflavin synthase subunit beta 0,260,00 0,26/0,19 0,00lO.Z3
Smed_0937 Acyl-CoA dehydrogenase domain-containing protein 0,10/0,00 0,00/0,00/0,04/0,00
Augmentées dans microsome et/ou cytosol de WT et symCRK
Smed_1633 Necrosis-inducing protein 0,12/0,53 0,00[0,00/0,00/0,07
Smed_0448 FOF1 ATP synthase subunit C 2,37/2,60 0,96(1,16(0,87/1,19

3. symCRK accumule des protéines de S. medicae impliquées dans le métabolisme

La deuxiéme partie du tableau 1 présente les protéines de bacteroid accumulées au sein des
fractions du mutant. Cing protéines sont préferentiellement accumulées chez symCRK. Permis
elle, la nitrogenase qui est normalement localisée au sein du bacteroid chez le WT, elle se
retrouve en plus grande quantité dans le cytosol du mutant. Ceci peut étre expliquée par le fait
que chez symCRK les bactéries subissent une dégradation®®, il est possible que leur contenu
intracellulaire se retrouver dans la cellule hote. Plusieurs protéines chaperonnes sont
préférentiellement accumulées dans le cytosol, dans le cas ou leur localisation ne résulte pas d’un

phénomeéne de dégradation de la bactérie, il est possible que ces protéines interviennes dans la
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préservation de 1’intégrité des cellules de la plante qui subissent un dommage par le systéme

immunitaire.

4. Necrotic and Ethylen inducing Protein (NEP) potentiellement requis dans le contréle de

I’immunité

La derniere partie du tableau 1, présente deux protéines (NEP et FOF1) qui sont accumulé dans
les fractions WT et symCRK. NEP présente une plus forte accumulation chez symCRK. Cette
protéine est retrouvée chez plusieurs pathogénes, elle est responsable de I’induction de la nécrose

ainsi que de la stimulation de la voie de I’hormone immunitaire, 1’éthyléne®®.

Plusieurs
hypotheses peuvent expliquer cette observation, la plus plausible est que le bacteroid secréte

cette protéine afin de contréler I’'immunité de I’hote.
5. Le symbiosome chez le WT accumule des protéines végétales associées au métabolisme

Afin d’identifier les protéines de plante agissant sur le bacteroid, nous avons cherché celle qui
s’accumulées préférentiellement dans le symbiosome (voir méthode a et b, matériel & méthode).
Le tableau 2 présente les résultats obtenus. On observe 48 protéines présentant une accumulation
chez symCRK et le WT, dont 15 préférentiellement accumulées chez ce dernier. Une grande
partie des protéines identifiées sont des oxydo/reductases et des protéases (tableau 2). Les
oxydo/reducases interviennent dans la régulation du potentiel oxydant®, alors que les protéases
régulent la dégradation des protéines®®2. Ces deux voies biochimiques sont importantes lors de
la fixation d’azote, plusieurs études ont montrées que le contréle de la production des ROS (qui
résulte de I’oxydo-reduction) par le bacteroid est essentiel pour le maintien de 1’activité
nitrogénase %34, Il se peut que la plante via ’utilisation de ces protéines contréle la fonction de
I’enzyme au sein du bacteroid afin d’optimiser la fixation d’azote. La majorité des autres
protéines accumulées interviennent dans des aspects différents du métabolisme et de 1’adressage
des protéines, ce qui appuie I’hypothése du contréle par I’héte du métabolisme bacteroidien dans
le but d’améliorer la fixation d’azote et vas dans le sens des hypothéeses émises par Udvardi &

Pool8
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Tableau 2. Protéines de plante enrichies en fraction du symbiosome chez WT et/ou symCRK. Les

valeurs représentent la moyenne de détection des protéines issue de trois répétitions biologiques

pour chaque condition. S : symbiosome, M : microsome, C : cytosol. En

I’expression des

genes n’a pas pu €tre analysée.

les protéines dont

WT /mCRK
Augementés dans les symbiosomes du WT s|m|c|s |m[c
Medtr2g029850.1 {:!2&!9?5&!?&‘!\&!&?&0‘“ 0,850,74/0,80 751,79
Medtr5g036600.1 ruvate dehydrogenase complex E1 alpha subunit 0,08/0,00/0,05 |0, ,000.,14
Medtr6g077820.1  Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit alpha-2 0,39/0,08/0,39 0,350,070,41
Medtr7g084850.1 Acetate-CoA ligase 10,05/0,00/0,04 0,
Medtr3g055480.1 EF-hand pair protein 0,540,14|0,48 ,00(0,00
Medtrig011880.1 Cytochrome B-c1 complex subunit 7 10,410.31/0,00 /0,19 0,
Medtr1g080820.1 Chitinase / Hevein / PR-4 / Wheatwin2 0,60/0,00/0,00 /0,900,870,92
Medtr8g091660.1 Alanine-glyoxylate aminotransferase-like protein 10,040,00/0,04 |0, 0,14
Medtr7g090950.1 _ Eukaryotic-type carbonic anhydrase 0,180,13/0,09 |0, 0
Medtr7g079300.1 Subtilisin-like serine protease 0,10/0,04/0,00 /0,00 0,00
Medtr2g035440.1 Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain protein 0,110,00/0,11 |0,00 0,11
Medtr7g016060.1  NADH-ubigquinone reductase complex 1 MLRQ subunit 0,600,42 0,000, 0
Medtr4g018750.1 Uncoupling protein 0,080,05/0,00 0,00
Medtrdg103495.1 Subtilisin-like serine protease 10,11/0.00/0.00 0.
Medtr4g069200.1 Lipid transfer protein 10,29/0,00/0,00 |0,000,000,00
Augementés dans les symbiosomes de symCRK
Medtr2g010020.1 Heat shock 70 kDa protein 10,290,05/0,33 0,16
Vedtrdg092920.1  Heat shock 70 kDa protein 0,200,07,0,30 10,27 10,000,17
Medtr2g038260.1 MHeat shock cognate 70 kDa-like protein 0,38/0,49/0,51 490,50
Medtr1g090140.1 [TCP-1/cpn60 chaperonin family protein 0,47 0,71/0,56 |0,66 0,57
Medtr1g090130.1 [TCP-1/c¢pn60 chaperonin family protein '0,37/0.60/0,51 |0, 390,
Medtr7g094460.1 GTP-binding elongation factor Tu family protein 10,12/0,04/0,19 /0,180, QLO_‘
Medtr5g022560.1  Papain family cysteine protease 0,75/0,80/0,94 |10,850.72/0,75
Medtr6g043240.1 Peroxidase family protein 0,450,71/0,81 |1,2311,181,19
Medtr6g011390.1  Porin/voltage-dependent anion-selective channel protein  1,051,27/0,15 210,31
Medtr3g028590.1 ADP/ATP carrier protein_ 11,9712,15/0.32 2,611,880
Medtr4g078545.1 ADP/ATP carrier protein 0,32/0,46/0,05 |0,57/0,400,11
Medtr8g064170.1 NAD-dependent aldehyde dehydrogenase family protein  0,50/0,12/0.65 |0, 0,46
Medtr3gl06160.1 Chaperone ClpB, putative 0,02/0,02/0,03 02,0
Medtr7g050870.1 Pectinesterase/pectinesterase inhibitor 10,040,16/0,44 |0,500,2 0.50
Medtr1g030275.1 GDSL-like lipase/acylhydrolase 0,260,230,57 |0,180,17,0,13
Medtr3g065130.1 NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit 10,20/0,29/0,00 /0,280,22.0,00
Medtrag078200.1 Prohibitin complex protein 0,420,48 0,00 |0, .15/0,00
Medtr7g114040.1 Histone H2A6 10,180,29/0,19 |0,86/0,52,0,00
Medtr2g096610.1 Core histone H2A/H2B/H3/H4 10,75/0,79/0,96 740
Medtr7g108320.1 Histone H2A 6 0,170,2110,19 ,58 0, |
Medtr2g096570.1  Core histone H2A/H2B/H3/H4 0,7510,95/0,96 |11,4810,920,00
dtrdg .~ Lore histone H2A/H2B/H3/H4 0,600,74:0,96 0,
Medtr7g113160.1 _Histone H2A 6 10,00/0,00/0,32 |0, 0
Medtr8g086070.1 Dicarboxyiate carrier protein 10,43/0,54(0,00 310,47,0,00
Medtr8g018770.1 Long form dihydrolipoamide acetyltransferase '0,15/0,30/0,11 |0, 17,0,
Medtr6g079630.1  Chitinase 0,260,27/0,56 (0,47 0,
Medtr5g020050.1  Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit0,42/0,71/0,14 |0,780,360,17
Medtr7g083790.1 _ Phosphate carrier protein 10,30/0,37/0,00 |0 0,08
Medtr3g089005.1 asic blue-like protein 11,52/0,74/1,64 10,26/0,000,23
Medtr4g076100.1  Gamma-aminobutyrate transaminase 0,18 0,00/0,28 0,41 0,32
Medtr3g008250.1 _ Prohibitin complex protein 0,360,52/0,00 0,410,170,00
Medtr7g074090.1 [Transmembrane protein, putative 0,000,21/0,00 60,160,00
Medtr2g005690.1 70 kDa heat shock protein 10,000,08/0,35 ] 0,22
Medtr4g063200.1  Core histone H2A/H2B/H3/H4 11,35/1,61/0,00 430,40
Medtr3gd62950.1 [Thiamine biosynthesis protein ThiC 10,040,00/0,17 |0,04 0,
Medtr4g057600.1 Serine carboxypeptidase-like protein 10,06/0,04/0,09 |0,0510,000,00
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Medtr0036s0110.1 Eukaryotic aspartyl protease family protein '0,25/0,28/0,30[0,38 0.26
Medtr82102230.1 | Processing peptidase 0,280,370,00 /0,27 0
Medtr4ag007840.1  60S ribosomal protein L23a, putative 0,00/1,00/0,48 |0,49 0,00
Medtr2g006820.1 2-oxoacid dehydrogenase acyltransferase family protein 0,200,27,0,11 |0, ,13/0,13
Medtr8g092040.1 ATP synthase _0,230.43/0,15 |0,34/0,290.¢
Medtr6g023230.1 Cytochrome c1, heme protein 0,30/0,35/0,00 16/0.00
iMedtr1g069455.1 NADH-ubiquinone oxidoreductase 39 kDa subunit 0,26 0,32/0,00 |0, , 200,
Medtrig042300.1 NADH-ubiquinone oxidoreductase 51 kDa subunit 0,19/0,23/0,00 |0, 60,
Medtr8g097320.1 Carboxy-terminal region remorin 0,44 0,97,0,00 ,180
Medtr8g097320.2 Carboxy-terminal region remorin 0,39/0,85/0,00 160,00
Medtrig110510.1 S1/P1 nuclease family protein 0,200,12/0,81 |0, 0,07
Medtrig087900.1 Fumarate hydratase 0,12/0,05/0,29 0,19
Medtr6g007160.1 [Transmembrane protein, putative 70,35 0,67/0,00 620,16
1211650 2-isooropvimalate svnthase '0.00/0.00/0.24 0.25/0.03/0.15
e eta-hydroxyacyl-ACP dehydratase 0,140,25/0,18/0,210,200,15
edtr7g118060.1 60S acidic ribosomal protein 0,001,78 0,81 20,85
r8g087710.1 Major intrinsic protein (MIP) family transporter 10,56/0,89/0,00 (0,19 0
' 1 250C ADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein  0,150,28/0,00 130,00
Medtr2g018290.1  Serine transhydroxymethyltransferase 0,000,04/0,26 |0 0,07
Medtr2g030370.1 GTP-binding protein 0,000,05:0,31 ,03.0,00
Medtr8g463890.1 | RNA-binding (RRM/RBD/RNP motif) family protein 0,000,00/0,13 |0 ,180,00
Medtr5g091710.1 [Tropomyosin-like protein, putative 0,110,40/0,00|0,310,290,00
Medtrdg036300.1 Ripening related protein family 0,32/0,46,0,84 |11,3910,540,52
Medtr5g072570.1 Serine carboxypeptidase-like protein 0,15/0,10:0,26 |0, ,130,10
Medtr2g034580.1 Dihydrolipoamide dehydrogenase 0,000,45/0,34 ,000,23
Medtr5g020850.1 Gamma carbonic anhydrase-like protein 0,22/0,240,00 0,27/0,17.0,00
MedtrSg053950.1 lene oxide cyclase 0,000,06/0,12 0,150,17
Medtr3g112020.1 Gamma carbonic anhydrase-like protein 0,090,30/0,00(0,1310,07.0,00
Medtr1g022405.1 Gamma carbonic anhydrase-like protein 0,000,11/0,00 /0,10 /0,06 0,00
Medtr5g040960.1 _ Ribonuclease T2 family protein 0,150,17/0,47 |0, 0,15
Medtr8g009960.1 NADH:ubiquinone oxidoreductase 17.2 kDa subunit 0,210,23.0,00 ,2110,00
Medtr2g093280.1 Carbamoyl-phosphate synthase large chain 0,000,00/0,09 )00,05
Medtr7g083870.1 Short-chain dehydrogenase/reductase 0,080,00/0,12 |0,300,000,12
Medtr2g026500.1  NADH-ubiquinone oxidoreductase complex |, 0,340,43/0,00 |0,4810,390,00
[Medtr8g023780.1 nactive purple acid phosphatase-like protein 10,000,00 0,41 0,400,000,38
Medtrdg103790.1 NOPS56-like pre RNA processing ribonucleoprotein 0,04/0,04/0,00 {0,100,07.0,00
Medtr7g066870.1  Acetyl-CoA carboxylase, carboxyl transferase, alpha subunit 0,000,03/0,05 |0, ,040,00
Medtr4g088350.1 [Triose phosphate/phosphate transiocator 0,00/0,75/0,00 |0,85 0,57,0,00
Medtr2g103360.1 Embryo-specific protein 0,25/0,310,00 (0,16/0,000,00
Medtr8g087720.1 Major intrinsic protein (MIP) family transporter 0,24.0,61:0,00 /0,1 00,00
Medtr2100270.1  PRA1 (prenylated RAB acceptor) family protein 0,000,40/0,00 |0,370,290,00
Medtr3g117550.1 INADH ubiquinone oxidoreductase B22-like subunit 0,19/0,36:0,00 (0,29/0,11:0,00
Medtr7g088370.1 Histone-lysine N-methyltransferase 0,00/0,00,0,05 |0,10/0,03 0,00
Medtr1g080990.1 MtN26 0,00/0,42/0,00 |0,910,700,87
Medtr5g034820.1 [Threonyl-tRNA synthetase/threomne—tRNA ligase, putallve 0,000,06/0,02 |0, 0,02
Medtr82093860.1 Phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase 0,000,00 0,21 0,14 0,000,12
Medtr2g014460.1  Glycogen/starch/alpha-glucan phosphorylase family 0,000,02 0,05 |0,020,02,0,02
Medtr5g062430.1 Glycoside hydrolase family 3 protein 0,000,00/0,020,07/0,020,02
Medtr6g079520.1 Linker histone H1 and h5 family protein 0,000,00/0,00 (0,22 0,140,00
Medtr8g101880.1 ATP synthase G subunit family protein 0,260,35 0,00 /0,39 o;ﬂ' 0,00
Medtrdg051270.1 Ribulose bisphosphate carboxylase large chain domain  0,00/0,11/0,00 |0,08/0,07,0,00
Medtr3g118110.1 Mago nashi family, integral exon junction complex protein 0,00/0,070,10 | 0,08 0,07,0,00
Medtr1ig044720.1 Pre-mRNA-processing factor 0,00/0,00/0,07 |0,10/0,000,00
Medtr3g084040.1 RNA-binding (RRM/RBD/RNP motif) family protein 0,000,00/0,52 0,61
Medtr8g017080.1 [TCP-1/cpn60 chaperonin family protein 0,000,00/0,03 |0,050,030,03
Medtr5g057990.1 Alpha-glucosidase , 0,00/0,080,00 |0,060,020,00
Medtr3g011440.1 Histone-lysine N-methyltransferase 10,000,00/0,00 /0,12 0,000,00
Medtr7g080803.1 Cytochrome protein C 0,000,18/0,21 0,14 0,000,00
Medtr3g031380.1  Malonyl CoA-acyl carrier transacylase 0,000,000,12 |0,060,000,00
Medtr2g014360.1 Nucleic acid-binding, OB-fold-like protein 0,00/0,00/0,17 0,12 0,000,00|
tr5g044270.1 PPR containing plant protein 0,04/0,00/ 0,05 |0,09 0,000,00
EtngOG7660.1 Succinate-semialdehyde dehydrogenase 0,000,00!0,00 |0,08/0,000,04
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Augementés dans les symbiosomes du WT et de symCRK

Medtrigl08765.1 FOF1-type ATP synthase, beta subunit 1,3411,17/0,49 3&0,9%0,765
Medtr0002s0650.1 FOF1-type ATP synthase, beta subunit 0,210,15 0,09 |0,180,080,04
Medtr8g036880.1 ADP/ATP carrier protein 10,450,41!0,07 [0,53/0,32/0,16
Medtr2g098070.1 JADP/ATP carrier protein 10,25.0,18/0,00 |0,27/0,130,05 |
Medtr021250040.1 ATP synthase F1, alpha subunit 0,630,62/0,23 |0,7910,450,27
Medtr7g023770.1  E1 subunit-like 2-oxoglutarate dehydrogenase 0,320,22 10,0610,320,150,05|
Medtr7g053330.1  Processing peptidase 10,390,310,04 |0,3710,230,03
Medtr2g082220.1 Histone H2A 6 0,430,26/0,24 (1,11 o,sﬂo,oo{
Medtr1g011750.1 (Core histone H2A/H2B/H3/H4 10,300,00/0,24 |0,6110,410,00
Medtr4g129790.1 FOF1 ATP synthase subunitgamma_ 10,400,35 0,06 |0,50 0,310,06
Medtr7g005380.1 Pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit 10,560,13/0,51 (0,77/10,090,66
Medtr3g087950.1  Gamma-glutamyltranspeptidase 10,5310,19/0,32 |0,12/0,090,00|
Medtrig064070.1 INAD-dependent isocitrate dehydrogenase /0,48/0,12/0,44 |0,33/0,060,31 |
Medtr3g028730.1 FOF1-type ATP synthase, delta subunit 10,47/0,38/0,14 |0,410,190,13
Medtr8g074030.1 NAD-dependent isocitrate dehydrogenase 0,37/0,06!0,28 [0,300,050,30

edtr2g096100.1 Histone H4 domain protein 10,880,68/0,37 [1,500,740,28
Medtr1p095830.1 ATP synthase D chain '0,63/0,49/0,18 |0,7910,380,19 |
Medtr5g026620.1 Ubiquinol oxidase 1a 10,290,20.0,00 |0,060,050,00
Medtr2g030470.1 Stress up-regulated Nod 19 protein |0,06/0,04/0,00|0,16/0,10 0,03
Medtr4g130800.1 |Plastocyanin-like domain protein 0,24/0,00/0,00|0,51|0,35/0,12
Medtr1g019810.1 Succinate dehydrogenase 0,28/0,21/0,00 |0,16/0,08 0,00
Medtr7g084150.1 |Cytochrome B-c1 complex subunit Rieske protein 0,210,15/0,00|0,26/0,160,07
Medtr4gl30780.1 [Early nodulin-like protein 1,000,76/0,42|0,49/0,390,33
Medtr82008870.1 |FOF1l-type ATP synthase, epsilon subunit 0,410,32/0,00|0,21/0,17,0,00
Medtr0018s0260.1 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit 0,19/0,12/0,07 |0,14/0,100,07
Medtr8g096820.1 |Gamma carbonic anhydrase-like protein 0,19/0,16/0,00 |0,22|0,07,0,00
Medtr6g053280.1 |NADH-ubiguinone oxidoreductase, putative 0,14 0,07/0,00 (0,20{0,100,00
Medtr8g040150.1 |NADH dehydrogenase 1 alpha subcomplex subunit 6 0,260,22/0,00|0,10(0,000,00
Medtr8g095220.1 Zn-dependent alcohol dehydrogenase family protein 0,12/0,00/0,12 |(0,13|0,000,06
Medtr7g096280.1 |Linker histone H1 and h5 family protein 0,43/0,00/ 0,00 |0,530,22/0,00
Medtr7g104570.1 |Ubiquinol-cytochrome C reductase 0,260,17/0,00 |0,38|0,000,00
Medtr1g091037.1 |Long form dihydrolipoamide acetyltransferase 0,08/0,00/0,00 |0,060,000,00
Medtr8g088580.1 |Leucine zipper EF-hand transmembrane protein 0,09/0,00/0,00 |0,06/0,00{0,00

6. Plusieurs nodulines accumulées au sein du symbiosome

L’analyse a révélé la présence de plusieurs nodulines s’accumulant préférentiellement au sein du

symbiosome du WT et/ou de symCRK (tableau 2). Cette famille de genes spécifique des

légumineuses est exprimée lors de la symbiose®. Les nodulines sont impliquées dans le contrle

de différents aspects de I’interaction symbiotique®®. Trois nodulines sont accumulées chez le WT

et/ou symCRK: MtN26, early noduline like dont les fonctions exacte ne sont pas encore

caractérisés dans la symbiose et stress up regulated nod 19, cette derniere est impliquée

notamment dans la régulation des ROS au cours de la symbiose .
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7. Le symbiosome de symCRK accumule une quantité importante de protéines végétales

L’étude indique la présence de 98 protéine s’accumulées dans le symbiosome de symCRK
(tableau 2). Ce résultat montre que chez le mutant une grande quantité de protéines de 1’hote se
retrouve dans le symbiosome, une partie d’entre elles intervient dans le métabolisme, certaines
sont impliguées dans I’immunité, telle que la chitinase qui dégrade des oligo-GIcNAc des parois
fongiques et bactérienne®. Il est important de noter, que chez le WT une autre chitinase (PR4)
est accumulé de maniere importante (tableau 2), ce qui souligne I’importance de cette famille au
cours de la symbiose temps dans un contexte sauvage que mutant. Enfin une papain cystéine
protéase est présente en plus grand quantité dans le symbiosome de symCRK (tableau 2), ces
protéines interviennent dans le recyclage des composés lors de la sénescence des nodosités®:. Ce
résultat est cohérant avec le phénotype du mutant qui présente une dégradation des tissus de la

nodosité*®.
8. Les genes accumulés dans le symbiosome de WT présente une expression différentielle

Dans un second temps nous avons cherché a déterminer le pattern d’expression des génes
correspondants aux protéines préférentiellement accumulées dans les symbiosomes (issues des
méthodes a et b). Les données du transcriptome issu de I’article de Roux et al ont été
exploitées®, elle présente 1’expression des génes au sein de différentes zones de la nodosité
sauvage (voir matériel & méthode). Pour la quasi-totalité des protéines (sauf pour les protéines
soulignées en orange dans le tableau 2) nous avons pu analyser I’expression des geénes. Le
graphe 1 présente les résultats obtenus. On observe une expression hétérogéne des genes, selon
le pattern d’expression on distingue cinq classes , la premiére présente des genes
préférentiellement exprimés dans le méristeme, la seconde au sein de laquelle les genes sont
exprimeés de maniére proche dans le méristéme et la zone d’infection, la troisiéme dont les génes
sont exprimés preférentiellement en inter zone (separant la zone Il et la zone I11) et zone Il
distale. La quatrieme classe inclue des genes exprimés de maniére importante en zone
d’infection et de fixation d’azote, enfin la derniere classe présente des genes avec une forte
expression au sein de la zone de fixation, I’inter-zone et la zone d’infection distale. La chitinase
(Medtr1g080820.1) et substilisine-like serine protéase (Medtr4g103495.1 et Medtr7g079300.1)
accumulées dans la fraction symbiosome du WT sont classées dans la cinquieme groupe de
génes avec une forte expression en zone d’infection proximale. Ces protéines interviennes dans
la réponse immunitaire des plantes (chitinase)®® ou participent dans la virulence des pathogénes

bactériens (substilisine)®’, une hypothése est que chez le WT certaine protéines
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immunitaires/virulence sont requises dans la zone d’infection probablement pour contréler les
niveaux de colonisation du tissus par les rhizobia. Ces résultats constituent la premiére
observation réelle de ce phénomeéne et contre dit les théories actuelles stipulant 1’absence

d’expression de génes immunitaires non-NCR au sein des nodosités fonctionnelles®#2,

9. symCRK preésente des protéines préférentiellement exprimées au sein du méristeme et en

zone d’infection distale

L’analyse de I’expression des genes correspondant aux protéines accumulées au sein du
symbiosome de symCRK indique que le profil est hétérogene avec des classes ayant des patterns
d’expression différents (figure 7). L’analyse de la répartition des génes codant les protéines
identifiée montre qu’une grande partic (53%) des génes de symCRK sont préférentiellement
exprimées en zone meristématique et zone d’infection distale contre seulement 35% chez le WT
(graphe 1 et figure 7a, 7b). Ces résultats sont cohérent avec le phénotype de symCRK qui
présente un avortement précoce du processus symbiotique, il en résulte la formation de nodosités
dépourvues de zone de fixation*. La chitinase (Medtr6g079630.1) et la papain cystéine protéase
(Medtr5¢g022560.1) accumulés chez symCRK sont normalement exprimées chez le WT au sein
de la zone Il (figure 7c¢), le mutant étant dépourvue de cette zone, ce résultat indique une
modification du pattern d’expression de ces génes, il est possible que le phénotype de sSymCRK

résulte en partie d’une induction précoces de génes impliqués dans I’immunité et la sénescence.
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Nombre moyenne de reads normalisés

WF WFID WFIP mZIl mi|Z

Figure 7. Expression des genes dont les protéines sont accumulées dans le symbiosome du WT. Le graphe présent I’expression moyenne
chez le WT des genes sous forme de nombre de reads (séquence de lecture RNAseq) normalisés. FI : méristeme, FIlI (D-P) : zone d’infection,

ZIll: zone de fixation d’azote, IZ: zone séparant la zone d’infection et la zone de fixation. Données issues de !
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(a)
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Figure 8. Expression des génes correspondant aux protéines accumulées dans le
symbiosome de symCRK. (a) Génes préférentiellement exprimés en FI, (b) Genes
préférentiellement exprimés dans les zones d’infection (IZ, FIID et FIIP) et (c) Genes
préférentiellement exprimés en IZ et ZIII. Le graphe présente 1’expression moyenne des genes
chez le WT sous forme de nombre de reads (séquences de lecture RNAseq) normalisés. FI :
méristeme, FIl (D-P) : zone d’infection, ZIII : zone de fixation d’azote, 1Z : zone séparant la

zone d’infection et la zone de fixation. Données issues de Roux et al°l.
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10. Identification des protéines d’adressage modifié entre WT et symCRK

La derniere approche utilisée lors de nos recherches consisté a identifier les protéines qui
présentées un inversement ou une modification de localisation au sein des fractions entre la
plante WT et symCRK (voir méthode d, matériel & méthode). Le tableau 3 présente les types de
comparaisons réalisés ainsi que le nombre de protéines identifiées. Trois types de comparaisons
ont éte effectuées :i) la premiere consiste a comparer une fraction d’un génotype contre une
fraction du second génotype, ii) la seconde compare deux fractions d’un génotype contre une
fraction du second génotype, iii) enfin dans le troisiéme type nous comparons trois fractions d’un
génotype contre une fraction du second génotype. Lors de I’analyse 98 protéines sont identifi¢es
comme présentant une modification de répartition au sein des différentes fractions entre le WT et
symCRK, dont 24 qui présentes un inversement de fraction. Ces résultats indiquent que la
modification de répartition des protéines s’ajoute aux phénomeénes décrits précédemment ; ainsi
le phénotype de symCRK résulte de plusieurs types de modifications dont la modification de

répartition des protéines entre les différentes fractions cellulaires.

11. Nature des protéines inversées

Les protéines présentant des modifications de répartition de fraction entre WT et symCRK sont
présentées en tableau S3 de ’annexe. On observe que 19 protéines présentes un changement de
localisation entre le cytosol, le microsome du WT et de symCRK, deux sont retrouvées dans le
microsome du WT et sont présent uniquement dans le cytosol de symCRK (Medtr6g065670.1,
Medtr1g102650.1), alors que les 17 autres présentes 1’inverse (voir tableau S3), ces protéines
correspondes a des facteurs impliqués dans la régulation traductionnelle et post traductionnelle,
dans ’adressage des protéines et la fusion membranaire. A cela s’ajoute 5 protéines retrouvées
dans le cytosol du WT et le symbiosome de symCRK (tableau S3). Ces protéines correspondent
essentiellement a des protéines de modification d’histone et de transport. La modification de la
localisation des protéines identifiées peut changer leurs activités, donc il est fort possible qu’une
partie des dysfonctionnements observes chez le mutant symCRK résulte de I’inversement de la
répartition de certain protéines clés dans la traduction, le transport et la signalisation des

nodosités sauvage.
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Tableau 3. Nombre de protéine dont la répartition est modifiée entre le WT et symCRK.

Trois type de comparaisons sont réalisees : i) une fraction du génotype a (WT, symCRK) contre

une fraction du génotype b (symCRK, WT), ii) deux fractions du génotype a contre une fraction

du génotype b, iii) trois fractions du génotype a contre une fraction du genotype b. Nbe Prot :

nombre de protéines.

Fraction WT Fraction symCRK 'Nbe f’rot.
identifiées
Symbiosome Microsome 0
Symbiosome Cystosole 0
Microsome Cytosole 2
Microsome Symbiosome 0
Cytosol Symbiosome 5
Cytosol Microsome 17
Symbiosome/microsome Cystosol 0
Microsome/cytosole Symblosome 1
Symbiosome/cytosole Microsome 0
Cytosole Symbiosome/microsome 5
Symbiosome Microsome/cytosol 0
Microsome Symbiosome/cytosol 0
Symbiosome/cytosole/microsome Symbiosome 1
Symbiosome/cytosole/microsome Microsome 1
Symbiosome/cytosole/microsome Cytosol 6
Symbiosome Symbiosome/cytosol/microsome 2
Microsome Symbiosome/cytosol/microsome 28
Cytosole Symbiosome/cytosol/microsome 30
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V. Conclusion

Nos résultats ont permis d’apporter des éléments supplémentaires quant aux €échanges
qui ont lieu entre M. truncatula et S. medicae, ainsi la plante semble contrdler le
métabolisme, I’état redox, la survie des bactéries via I’envoie de protéines telles que
les substilisines et des nodulines. La bactérie quant a elle envoie des protéines
impliquées dans le métabolisme, 1’oxydoréduction, la signalisation, le contrble des
phospholipides et I’immunité. Plusieurs modifications menent aux phénomenes
observés chez le mutant symCRK : la production de protéines spécifique (figure 8, (i))
telle que des protéines de défense, I’accumulation de certaine protéines par rapport au
WT (figure 8, (ii)), I’absence d’expression de génes important pour le processus
(figure 8, (iii)), la modification d’expression de genes (figure 8, (iv)) qui sont
normalement produites en zone Il chez le WT, alors que le mutant est incapable de
former cette zone. Enfin, un changement de répartition des protéines au sein des

cellules chez symCRK est observe par rapport au WT (figure 8, (V)).

Plusieurs aspects restes encore a explorer, une confirmation des observations réalisées
lors de I’analyse doit étre réalisée par 1’utilisation d’approche fonctionnelle, tel que la
fusion traductionnelle afin de confirmer 1’adressage des protéines et l’analyse
d’expression de génes par RT-gPCR (Reverse transcription quantiative Polymerase
Chaine Reaction). L’identification de mutant de génes transcrit spécifiquement chez
le WT ou symCRK doit étre réalisé¢ afin d’identifier de nouveaux génes impliqués
dans le processus de symbiose. Enfin une analyse bibliographique plus poussée

permettra d’apporter des précisions supplémentaires quant aux protéines isolées.
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Figure 9. Fonctions influencées par les partenaires symbiotiques et modifications
expliquant le phénotype du mutant symCRK. Le WT forme des nodosités roses
fixatrices d’azote, le mutant forme des nodosités nécrotiques non-fixatrices d’azote.
Plusieurs protéines sont produites par la plante, adressées vers le symbiosome et
inversement, elles sont impliquées dans différents processus. Le phénotype de
symCRK peut étre expliqué par (i) I’expression de protéines spécifiques, (ii)
I’accumulation de protéines, (iii) I’absence d’expression de geénes, (iv) la modification
d’expression de genes et (v) le changement de répartition des protéines au sein de la

cellule.
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VI1I. Annexe

Annexe 1. Proteéines specifiquement accumulé chez le WT

ID Fonction S M C

Medtr2g103330.1 [Embryo-specificprotein 1,82 3,35 0,00
Medtr3g467600.1 [Peroxidasefamilyprotein 1,73 0,83 2,20
Medtr7g016060.1 SNU,EIIJDnI:[-ubiquinonereductasecomplex1MLRQ 0.60 0.42 0.00
Medtr3g055480.1 [EF-hand pair protein 0,54 0,14 0,48
Medtr3g097010.1 gfﬁ;?ﬁg:;‘i?ﬁepﬁde/ phox/Bemp1 (PB1) 0,44 0,60 0,06
Medtr4g056320.1 |Legumelectin beta domain 0,37 0,78 10,00
Medtr4g069200.1 |Lipidtransferprotein 0,29 0,00 0,00
Medtr5g022390.1 Rhodanese-relatedsulfurtransferase 0,28 0,10 0,29
Medtr6086170.1 tSrl;Lf:Ft)z/rli;(;asrathate/oxalate exchanger and 0.23 0.35 0.00
Medtr7g090950.1 [Eukaryotic-type carbonic anhydrase 0,18 0,13 10,09
Medtr4g087730.1 Pmr5/Caslp GDSL/SGNH-like acyl-esterase 0,12 0,00 0,17
Medtr4g103495.1 Subtilisin-like serine protease 0,11 0,00 0,00
Medtr7g079300.1 Subtilisin-like serine protease 0,10 0,04 0,00
Medtr4g018750.1 {Uncouplingprotein 0,08 0,05 0,00
Medtr0003s0560.1|Serine carboxypeptidase-like 0,06 0,11 0,36
Medtr3g072620.1 |YbaK/proline-tRNA ligase associateddomain 0,05 0,00 0,11
Medtr3g049410.1 [Tryptophan synthase beta type 2 0,05 0,00 0,07
Medtr5g048060.1 |B-cell receptor-associated-like 0,00 0,98 0,00
Medtr6g091630.1 |60S ribosomal protein L31B 0,00 0,88 10,00
Medtr2g048900.1 [Endoplasmicoxidoreductinprotein 0,00 0,56 0,00
Medtr3g086000.1 [Zincin-likemetalloprotease 0,00 0,56 0,00
Medtr3g055440.1 |[Nodulin-25 protein 0,00 0,47 10,00
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VI1I. Annexe

Medtr5g085420.1 [UPF0451 C170rf61-like 0,00 0,43 0,00
Medtr5g090010.1 |Fission 1 protein 0,00 0,43 0,00
Medtr8g067020.2 [Reversed, hypothetical 0,00 0,42 0,00
Medtr3g055585.1 [EF-hand pair protein 0,00 0,35 0,23
Medtr5g094210.1 |Lipidtransferprotein 0,00 0,33 1,21
Medtr3g072190.1 [Peroxidasefamilyprotein 0,00 0,33 0,17
Medtr4g113090.1 [Bile acid:sodiumsymporter 0,00 0,33 0,00
Medtr1g049330.1 |Leghemoglobin Lb120-1 0,00 0,33 0,33
Medtr2176s0010.1|Ribulosebisphosphate carboxylase large chain 0,00 0,28 0,00
Medtr3g075390.1 |KDEL-tailed cysteine endopeptidase CEP1 0,00 0,27 0,10
Medtr2g100710.1 6-phosphofructokinase 0,00 0,27 0,37
Medtr6g006060.1 [50S ribosomal protein L7/L12 0,00 0,26 0,00
Medtr6g077870.1 |OPT family oligopeptide transporter 0,00 0,26 0,00
Medtr2g079830.1 [Fiberprotein Fb34 0,00 0,26 0,00
Medtr3g018920.1 |Annexin D8 0,00 0,24 0,00
Medtr79g101070.1 [Dnal heat shock amine-terminal domain 0,00 0,22 0,00
Medtr1g032160.1 (Caleosin 0,00 0,22 0,00
Medtr4g052380.1 |Nitrilase/nitrile hydratase NIT4A-like 0,00 0,20 0,11
Medtrlg071110.1 [2-methyl-6-phytylbenzoquinone methyltranferase (0,00 0,19 (0,00
Medtr5g073020.1 [Cytochrome P450 family 71 0,00 0,18 0,00
Medtr2g010540.1 [Transmembraneprotein, putative 0,00 0,18 0,00
Medtrlg017220.1 [Transmembraneprotein, putative 0,00 0,17 0,00
Medtr7g076150.1 |Methyltransferase PMT16, putative 0,00 0,17 0,00
Medtr4g005520.1 [YGGT familyprotein 0,00 0,16 0,00
Medtr5g074690.1 Translocon at the inner envelope membrane ofs 0.00 0.16 0.00

110 protein
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VI1I. Annexe

Medtr7g064130.1 Plant/K8E10-2 0,00 0,15 0,00
Medtr3g079510.1 [NADH-cytochrome b5 reductase 0,00 0,15 0,00
Medtr1g088150.1 [Transmembraneprotein, putative 0,00 0,14 0,00
Medtr6g009440.1 [Prolyl 4-hydroxylase alpha-like 0,00 0,14 0,00
Medtr7g078060.1 (O-acyltransferase WSD1-like 0,00 0,13 0,00
Medtr7g068340.1 |/ADP/ATP carrier protein 0,00 0,13 0,00
Medtr2g025140.1 [Ubiquinoloxidase 0,00 0,13 0,00
Medtr8g090210.1 |Substrate carrier familyprotein 0,00 0,13 0,00
Medtr3g063200.1 Hydroxyproline-richglycoprotein 0,00 0,13 0,00
Medtr1g064350.1 |GRF zinc fingerprotein 0,00 0,13 0,00
Medtr1g085730.1 Protoporphyrinogen IX oxidase 0,00 0,12 0,18
Medtr8g033290.1 |Dishevelled/Egl-10/leckstrindomain 0,00 0,11 0,03
Medtr8g469310.1 [Peptide/nitrate transporter plant 0,00 0,11 0,00
Medtr89g083170.1 [Long-chain-fatty-acid CoA ligase (AMP-forming) 0,00 0,10 0,00
Medtr2g020800.1 Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-like 0,00 0,09 0,00
Medtr3g107510.1 [Substrate carrier 0,00 0,08 0,00
Medtr4g132320.1 Multi-copperoxidase-likeprotein 0,00 0,07 0,00
Medtr2g098110.1 [Outer membrane OMP85 0,00 0,05 0,00
Medtr8g107370.1 [Phosphoethanolamine N-methyltransferase 0,00 0,04 0,35
Medtr89g080230.1 PLAT/LH2 domainlipoxygenase 0,00 0,02 0,03
Medtr8g069760.1 |Alpha-glucan water dikinase 0,00 (0,00 0,04
Medtr1g027020.1 [NADH glutamate synthase 0,00 0,00 0,04
Medtr7g451340.1 [Eukaryotic translation initiation factor 4G-like 0,00 (0,00 0,04
Medtr89083210.1 |Aspartokinase-homoserinedehydrogenase 0,00 0,00 0,05
Medtr3g106410.1 |[Neurochondrinprotein 0,00 0,00 0,06
Medtr5g095430.1 [Hypotheticalprotein 0,00 0,00 0,06
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Medtr1g057860.1 Histidyl-tRNAsynthetase 0,00 0,00 0,06
Medtr3g058540.1 |Leucyl-tRNAsynthetase 0,00 0,00 0,06
Medtr7g013300.1 |Alpha amylase domainprotein 0,00 0,00 0,07
Medtr3g102810.1 |Subtilisin-like serine protease 0,00 0,00 0,08
Medtr4g021570.1 |Armadillo/beta-catenin-like repeat 0,00 0,00 0,08
Medtr1g029150.1 |Stearoyl-acyl-carrier desaturase 0,00 0,00 0,08
Medtr1g112310.1 Protein transporter Sec24-like CEF , putative 0,00 0,00 0,09
Medtr4g035170.1 |Adenylate kinase 0,00 0,00 0,09
Medtr4g069960.1 |Adenylylcyclase-associated 0,00 0,00 0,10
Medtr1g008200.1 |[Nuclearmovementfamily 0,00 0,00 0,10
Medtr7g079310.1 |Subtilisin-like serine protease 0,00 0,00 0,10
Medtr3g100890.1 [Pyridoxine/pyridoxamine 5'-phosphate oxidase 0,00 0,00 0,10
Medtr3g115340.1 |Starchbranching enzyme | 0,00 0,00 0,10
Medtr2g054370.1 (Choline/ethanolamine kinase 0,00 0,00 0,11
Medtr2g100340.1 sfo'ggﬁz;g'memy'thio'l'phOSphOpema”e 0,00 0,00 0,11
Medtr4g086020.1 [Ferredoxin-nitrite reductase 0,00 0,00 0,11
Medtr5092740.1 Efgf:ilnoric acid soluble translation inhibitor-like 0.00 0,00 0,12
Medtr2g008120.1 Serine decarboxylase 0,00 0,00 0,12
Medtr6g092620.1 [L-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 0,00 0,00 0,15
Medtr8g093460.1 |Pectinesterase/pectinesteraseinhibitor 0,00 0,00 0,15
Medtr4g112900.1 |Serine/Threonine kinase family protein 0,00 0,00 0,15
Medtr2g009270.1 3,4-dihydroxy-2-butanone 4-phosphate synthase 0,00 0,00 0,16
Medtr3g077590.1 |Anthranilatephosphoribosyltransferase 0,00 0,00 0,16
Medtr2g025050.1 [Plastidlipid-associatedprotein 0,00 0,00 0,16
Medtr4g070430.1 |Glucose-1-phosphate adenylyltransferase 0,00 0,00 0,16
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Medtr4g077700.1 |Methionine-tRNA ligase, putative 0,00 0,00 0,16
Medtr4g112680.1 [Phenylalanyl-tRNAsynthetase beta chain 0,00 0,00 0,17
Medtr6g011530.1 [2-aminoethanethiol dioxygenase-like 0,00 0,00 0,18
Medtr1g090810.1 |Leghemoglobin Lb120-1 0,00 0,00 0,18
Medtr7g080935.1 |UDP-glucosyltransferase 0,00 0,00 0,20
Medtr4g087440.1 Stearoyl-acyl-carrier desaturase 0,00 0,00 0,20
Medtr1g090867.1 [Tyrosine phosphatase 0,00 0,00 0,22
Medtr4g076600.1 [Porphobilinogendeaminase 0,00 0,00 0,24
Medtr3g031830.1 [DUF640 familyprotein 0,00 0,00 0,26
Medtr3g116860.1 |Glucose-1-phosphate adenylyltransferase 0,00 0,00 0,26
Medtr3g109420.1 2-on-2 hemoglobin 0,00 0,00 0,35
Medtr4g014910.1 |Aspartate aminotransferase 0,00 0,00 (0,47
Medtr3g108790.1 |COP9 signalosomecomplexsubunit 5 0,00 0,00 0,48
Medtr3g070890.1 [N-(5-phosphoribosyl)anthranilateisomerase 0,00 0,00 0,73
Medtr7g118340.1 |Soluble inorganicpyrophosphatase 0,00 0,00 0,93
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Annexe 2. Protéine spécifiguement accumulé chez symCRK

ID Fonction S M C

Medtr3g081130.1 |Seedlinoleate 9S-lipoxygenase 0,04 10,07 10,05
Medtr7g108875.1 [Pectinesterase/pectinesteraseinhibitor, putative |0,07 0,00 (0,12
Medtr7g065720.1 |Glutathione S-transferase 0,00 10,00 0,33
Medtr7g065270.1 |Glutathione S-transferase 0,00 10,00 0,11
Medtr7g065600.1 |(Glutathione S-transferase 0,00 0,00 0,17
Medtr7g065230.1 |(Glutathione S-transferase 0,00 10,00 0,22
Medtr0002s1060.1 |Glycoside hydrolase 0,28 0,24 [1,13
Medtr2g075140.1 |Receptor-like kinase 0,00 10,00 0,25
Medtr5g007713.1 |Chalcone and stilbene synthase 0,00 0,00 [1,54
Medtr2g019250.1 |Germinfamilyprotein 0,89 1,28 10,93
Medtr79g011990.1 |Caffeicacid O-methyltransferase 0,00 0,09 (0,52
Medtr2g031590.1 |FAD-binding berberine 0,12 10,33 (0,32
Medtr2g031600.1 |FAD-binding berberine 0,18 0,37 (0,34
Medtr2g099470.1 [Chitinase (Class V) / Hevein 0,41 10,69 [1,07
Medtr5g016320.1 |Indole-3-acetic acid-amidosynthetase 0,06 (0,08 [0,41
Medtr1g040195.1 |Benzylalcohol O-benzoyltransferase 0,00 [0,00 10,25
Medtr1g040215.1 |Benzylalcohol O-benzoyltransferase 0,00 10,00 0,27
Medtr2g030480.1 [Stress up-regulated Nod 19 protein 0,09 0,10 0,05
Medtr1g080810.1 |Chitinase / Hevein / PR-4 / Wheatwin2 0,26 0,54 (0,99
Medtr89g028720.1 |MAP kinase 0,00 0,05 0,20
Medtr1g081620.1 |O-acetylserine (thiol) lyase 0,00 0,11 0,67
Medtr7g077150.1 |LRR receptor-like kinase 0,00 0,17 0,00
Medtr8g031400.1 |GDSL-like lipase/acylhydrolase 0,24 0,36 [0,76
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Medtr2g022370.1 [Extracellulardermalglycoprotein 0,00 10,00 10,35
Medtr4g019225.1 |Laccase/diphenoloxidase 0,00 0,13 0,57
NADP-dependent alkenal double bond
Medtr7g406860.1 [reductase 0,00 10,00 0,15
Medtr2g072400.1 |Cytochrome P450 0,00 [0,26 |0,00
Medtr3g062590.1 |LRR receptor-like kinase 0,00 [0,23 (0,00
Medtr5g075650.1 |LRR receptor-like kinase 0,00 10,27 10,00
Medtr4g029180.1 |Peroxidase 0,16 10,40 (0,07
Medtr4g029170.1 |Peroxidase 0,09 (0,25 (0,06
Medtr4g123870.1 [Ptil-like kinase 0,00 (0,22 10,08
Medtr8g091390.1 |L-ascorbateoxidase 0,00 10,08 0,28
Medtr5g039900.1 |UDP-glucosyltransferase 0,00 10,00 0,10
Medtr7g009780.1 [Polyvinylalcoholdehydrogenase-like 0,07 10,09 10,45
Medtr5g007550.1 Cytochrome P450 0,04 0,31 0,00
Medtr2g010590.1 |CAP, cysteine-rich secretory protein, antigen 5 0,37 0,35 |[1,11
Medtr4g069940.1 |Glucan endo-1,3-beta-glucosidase-like 0,00 [0,07 10,39
Medtr2g028580.1 |LRR receptor-like kinase 0,00 0,38 0,06
Medtr1g032010.1 [Translocation proteinTolB 0,00 10,00 10,30
Medtr5g090250.1 (Inhibitor of trypsin and hageman factor-like 0,49 1,98 [1,61
Medtr8g087425.1 |Glutathione S-transferase 0,00 10,00 0,58
Medtr59083860.1 |Class Il peroxidase 0,00 0,00 (0,21
Medtr6g078290.1 |Lipidtransferprotein 0,10 10,32 0,23
Medtr2g075770.1 (Gamma-glutamylhydrolase 0,00 10,00 0,10
Medtr1g107215.1 |Plant basic secretory protein (BSP) 0,11 0,00 [0,54
Medtr6g091680.1 |Caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase 0,00 0,00 0,60
Medtr6g090615.1 |LRR receptor-like kinase plant 0,00 10,09 10,02
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Medtr6g090605.1 |Carbohydrate-binding protein of the ER protein [0,00 0,06 (0,07
Medtr5g019010.1 |Cytochrome P450 family 71 0,00 [0,21 10,00
Medtr1g019940.1 [Patatin-like phospholipase 0,00 10,53 10,59
Zinc-binding dehydrogenase family
Medtr7g034395.1 (oxidoreductase 0,00 10,00 10,30
Medtr0056s0160.1 [Flavonol synthase/flavanone 3-hydroxylase 0,00 (0,00 0,32
Medtr1g100395.1 |NAD(P)-binding rossmann-fold 0,00 0,09 (0,14
Medtr4g094772.1 (Cytochrome P450 family 81 0,00 10,17 10,00
Medtr5g036080.1 [Matrix metalloproteinase 0,00 10,29 10,19
Medtr4g091200.1 |[FAD-binding berberine 0,00 0,05 [0,14
Medtr3g049970.1 |Limonoid UDP-glucosyltransferase-like 0,00 10,00 10,20
Medtr1g107350.1 |Limonoid UDP-glucosyltransferase-like 0,00 10,00 0,13
Medtr5g048470.1 |Flavonol synthase/flavanone 3-hydroxylase 0,00 10,10 10,16
Medtr4g120970.1 |Pathogenesis-related protein bet V | 0,00 0,00 0,71
Medtr1g105020.1 [2-hydroxyisoflavanone dehydratase 0,00 0,00 0,26
Medtr8g039090.1 INADPH:quinoneoxidoreductase-like 0,00 10,00 0,46
Medtr7g014570.1 |Isoflavone-7-O-methyltransferase 0,00 [0,00 10,20
Medtr6g079520.1 |Linker histone H1 and h5 0,22 0,14 0,00
Medtr7g065660.1 |Glutathione S-transferase 0,00 10,00 0,18
Medtr8g096910.1 |Pathogenesis-relatedthaumatin 0,00 0,13 (0,44
Medtr4g120760.1 |Pathogenesis-related protein bet V | 0,00 10,00 10,39
Medtr4g066240.1 |Cyanogenicbeta-glucosidase, putative 0,00 0,12 0,00
Medtr89g076680.1 |Epoxide hydrolase 0,00 0,00 0,26
Medtr4g009920.1 (Glycerol kinase-like 0,00 0,00 (0,41
Medtr1g036490.1 |Caffeicacid O-methyltransferase 0,00 0,00 (0,16
Medtr1g016760.1 |RNA-binding KH domain 0,06 10,20 10,00
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Medtr2g034720.1 |Alpha-L-arabinofuranosidase/beta-D-xylosidase0,00 |0,08 (0,00
Medtr1g015970.1 |Fructanexohydrolase 0,00 (0,00 0,12
Medtr4g132270.1 |Lactoylglutathione lyase-likeprotein 0,00 0,00 (0,44
Medtr3g021430.1 [Caffeicacid O-methyltransferase 0,00 (0,00 0,17
Medtr89g087410.1 |Glutathione S-transferase 0,00 0,00 0,22
Medtr5g040430.1 |(Glutathione S-transferase 0,00 10,00 0,29
Medtr4g129070.1 |Diacylglycerol kinase 0,00 (0,12 10,00
Medtr4g098860.1 [Tetraspanin 0,00 (0,24 (0,00
Medtr3g110320.1 |Glycoside hydrolase 0,00 [0,00 (0,18
Medtr2¢g022760.1 |Glycoside hydrolase 0,00 10,00 0,32
Medtr1g115230.1 |Prolyloligopeptidase 0,00 [0,00 10,07
Medtr3g115670.1 [Senescence-associated E3 ubiquitin ligase 0,00 10,06 10,00
Medtr7g081050.1 ([Triacylglycerol lipase-likeprotein 0,07 0,00 0,20
Medtr6g007980.1 [Senescence-associated 0,00 10,00 0,15
Medtr8g010180.1 |LRR receptor-like kinase 0,00 [0,17 (0,00
Medtr7g080810.1 |LRR receptor-like kinase 0,00 [0,05 (0,00
Medtr0078s0190.1 |UDP-glucosyltransferase 0,00 10,00 0,23
DNA-damage-repair/tolerationprotein DRT102,
Medtr7g114750.1 |putative 0,00 10,00 10,09
Medtr8g098320.1 |DNA-damage-repair/tolerationprotein DRT102 [0,00 0,00 (0,14
Medtr4g076255.1 |Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 0,12 10,10 0,17
Medtr1g109400.1 |Lipid phosphate phosphatase-like 0,14 0,21 0,00
Medtr4g036260.1 |Quinone-oxidoreductase-like 0,00 0,06 0,13
Medtr1g056550.1 [Syntaxin of plants 122 0,00 [0,26 0,00
1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase-
Medtr8g028435.1 |like 0,00 0,00 0,12
Medtr5g013440.1 |[Expansin-B1-like 0,00 0,00 0,19
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Medtr3g467420.1 |Glutathione S-transferase 0,00 0,00 0,18
Medtr7g018610.1 |Nuclear matrix constituent-like 0,00 10,09 10,00
Medtr2g104960.1 (Cinnamoyl-CoAreductase-like 0,00 10,00 0,20
Medtr5g006070.1 |Sugar porter (SP) family MFS transporter 0,00 0,44 0,00
Medtr7g016650.1 |DSBA oxidoreductase 0,00 10,00 10,30
Calcium-dependent lipid-binding (CaLB
Medtr7g076900.1 |domain) 0,00 0,07 0,00
Medtr4g129180.1 |Alpha-rhamnosidase-like 0,00 [0,00 (0,67
Medtr3g101420.1 |Gibberellinreceptor GID1 0,00 0,00 [0,14
Medtr6g009370.1 |LRR receptor-like kinase 0,00 10,20 10,00
Medtr2g012560.1 |Secretory carrier-associated membrane 0,00 10,58 10,00
Medtr3g011440.1 |Histone-lysine N-methyltransferase 0,12 0,00 (0,00
Medtr1g050458.1 |Alpha/beta fold hydrolase 0,00 [0,13 0,00
Medtr4g084560.1 [Phytanoyl-CoAdioxygenase 0,00 0,00 0,60
Medtr3g065490.1 |RNA recognition motif, a.k.a. RRM, RBD 0,00 (0,22 10,00
Medtr2g029860.1 |Peroxidase 0,00 0,16 (0,26
Medtr4g086240.1 |Vacuolar import/degradation, VID27-like 0,00 0,09 0,00
Medtr7g009820.1 |Polyvinylalcoholdehydrogenase-like 0,00 10,00 10,09
Medtr5g025020.1 |Lectinreceptor kinase 0,00 10,07 10,00
Medtr7g046490.1 |UDP-glucosyltransferase 0,00 10,00 0,13
Medtr2g040530.1 |UDP-glucosyltransferase 0,00 0,00 (0,14
N-carbamoylputrescineamidohydrolase,
Medtr2g086600.1 |putative 0,00 0,00 0,15
Medtr3g086520.1 [E3 ubiquitin-protein ligase RGLG2-like 0,00 10,19 10,00
Medtr3g437870.1 |ABC transporter A 0,00 1|0,08 0,00
Medtr89g020970.1 |Linoleate 13S-lipoxygenase 2-1 0,00 0,10 0,00
Medtr8g079120.1 |Methylesterase 0,00 10,00 0,13
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Medtr3g063030.1 |Bis(5-adenosyl)-triphosphatase-like 0,00 10,00 10,28
Medtr8g046240.1 |Cytochrome P450 0,00 10,06 0,00
Medtr8g046210.1 |Cytochrome P450 0,00 0,05 0,00
Medtr1g056560.1 [Syntaxin of plants 122 0,00 0,15 10,00
Medtr8g024160.1 [Caffeicacid O-methyltransferase 0,00 10,00 10,09
Medtr7g118300.1 [Caffeicacid O-methyltransferase 0,00 10,00 10,08
Medtr5g078330.1 |Linker histone H1 and h5 0,00 10,20 10,00
Medtr5g056600.1 (Cinnamoyl-CoAreductase 0,00 (0,00 0,12
Medtr5g010640.1 |Pathogenesis-relatedthaumatin 0,00 10,00 0,15
G-type lectin S-receptor-like Serine/Threonine-
Medtr6g043510.1 kinase plant 0,00 10,05 10,00
Medtr1g077030.1 #4,5-DOPA dioxygenaseextradiol-like 0,00 10,00 10,26
Medtr1319s0010.1 |Quinone oxidoreductase-like 0,00 0,00 (0,35
Medtr4g077100.1 |Cinnamoyl-CoAreductase-like 0,00 [0,00 10,18
Medtr79g115690.1 |L-allo-threonine aldolase-like 0,00 0,00 (0,15
Medtr4g080140.1 |Aspartate aminotransferase 0,00 10,00 0,10
Medtr5g033230.1 |Glutamate-glyoxylateaminotransferase 0,00 10,00 0,15
Medtr6g015805.1 |Feroniareceptor-like kinase 0,00 0,06 0,00
Calcium-dependent phospholipid-binding
Medtr8g096190.1 [copine 0,00 10,06 10,00
Medtr6g464280.1 |Gibberellinreceptor GID1, putative 0,00 10,00 0,10
Medtr3g069050.1 Mall-associated receptor kinase-like 0,00 10,07 10,00
Medtr3g080050.1 |LysMreceptor kinase K1B 0,00 10,20 10,00
Medtr7g117170.1 |UDP-glucosyltransferase 0,00 10,00 10,09
Medtr5g020680.1 Phosphopantetheineadenylyltransferase 0,00 10,00 10,20
Medtr89g031430.1 |GDSL-like lipase/acylhydrolase 0,00 0,00 0,19
Medtr7g089970.1 |Ferredoxin-dependent glutamate synthase 0,00 0,00 0,08
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Medtr5g055680.1 |Flavonol synthase/flavanone 3-hydroxylase 0,00 0,00 0,12
Medtr4g005750.1 4-coumarate:CoA ligase-like 0,00 10,00 0,10
Medtr4g083610.1 |Eukaryotic translation initiation factor 2c 0,00 10,04 10,00
Medtr8g099275.1 |COP1-interactive protein, putative 0,00 10,05 10,00
Medtr4g104640.1 |Cytochrome P450 0,00 |0,08 (0,00
Medtr3g437990.1 |ABC transporter A 0,00 [0,05 0,00
Medtr3g030550.1 |Actin-relatedprotein ARP4 0,00 10,00 0,18
Medtr6g016795.1 |Glycoside hydrolase 0,00 10,00 10,05
Medtr5g026610.1 |Neutral alpha-glucosidase 0,00 (0,00 0,37
Medtr8g031370.1 [Carboxy-terminal regionremorin 0,00 10,14 10,00
Medtr6g053290.1 |Suppressor of G2 allele of SKP1 0,10 10,00 0,19
Chromosome condensation regulator RCC1
Medtr3g113250.1 [repeat protein 0,00 10,06 10,00
Medtr79g082530.1 |Wall associated kinase-like 0,00 0,15 0,00
Medtr4g010050.1 |Signal recognition particle 54 kDa 0,00 [0,04 (0,00
Acyl-activating enzyme 17, peroxisomalprotein,
Medtr2g056120.1 |putative 0,00 [0,00 (0,05
Medtr89g072250.1 |AP-4 complexsubunit epsilon 0,00 0,04 0,00
Medtr6g059755.1  [Kunitz type trypsin inhibitor / Alpha-fucosidase [0,00 0,00 (0,23
Medtr2g008360.1 |[Somatic embryogenesis receptor-like kinase ~ |0,00 |0,07 (0,00
Medtr8g467000.1 |Indole-3-acetic acid-amidosynthetase 0,00 (0,00 0,10
Medtr5g098970.1 |LRR receptor-like kinase 0,00 0,06 0,00
Medtr5g022880.1 [Eukaryoticaspartylprotease 0,00 10,00 10,08
Medtr4g131690.1 |NEDD8-activating enzyme E1 catalytic subunit [0,00 [0,00 (0,05
Medtr2g067660.1 [Succinate-semialdehydedehydrogenase 0,08 0,00 [0,04
6-phosphogluconate dehydrogenase NAD-
Medtr8g102470.1 |binding domain 0,00 10,00 0,19
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Medtr3g090170.1 Vacuolar protein sorting-associated protein 0,00 10,09 10,00
Medtr8g032020.1 INAD(P)-binding rossmann-fold 0,00 10,00 0,10
Medtr4g115420.1 [(Clathrin assembly plant-like protein, putative |0,00 |0,10 (0,00
Medtr4g123850.1 |Drug resistance transporter-like ABC 0,00 10,03 0,00
Medtr2g098030.1 [Xanthine dehydrogenase/oxidase 0,00 (0,00 0,18
Medtr5g009780.1 |Cation/H+ exchanger 3 0,00 10,04 10,00
Medtr7g094190.1 |Indole-3-acetic acid-amidosynthetase 0,00 10,00 0,12
Medtr4g097590.1 |Serine carboxypeptidase S28 0,00 10,00 0,10
Medtr2g100520.1 |IAA-amino acid hydrolase ILR1-like 0,00 [0,11 0,00
Medtr7g056147.1 |RPML interactingprotein 4 0,00 10,27 10,00
1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase-
Medtr1g032250.1 |like 0,00 0,00 0,11
Medtr2g082990.1 |NDR1 0,00 10,19 10,00
Medtr89102860.1 [Sugar porter (SP) family MFS transporter 0,00 0,32 0,00
Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
Medtr3g023720.1 |adaptor 0,00 [0,26 (0,00
Medtr3g075440.1 |LRR receptor-like kinase 0,00 [0,04 0,00
Medtr3g035130.1 |Long-chain acyl-CoA synthetase 0,00 0,00 0,13
Medtrlg100647.1 [Carboxy-terminal regionremorin 0,00 (0,32 10,00
Medtr2g017825.1 |Integrin-linked kinase 0,00 10,34 10,00
Medtr3g110460.1 [Transmembraneprotein, putative 0,00 0,17 0,00
Medtr2g067760.1 |LEMS3 (ligand-effectmodulator 3) 0,00 0,12 0,00
Medtr5g055650.1 [Prefoldin 0,00 10,00 0,25
Medtr5g007640.1 4-coumarate:CoA ligase-like 0,00 10,00 10,09
Medtr2g036900.1 [Pumilio-family RNA-binding repeatprotein 0,00 (0,08 0,00
Medtr2g072830.1 PfkBfamily carbohydrate kinase 0,00 10,00 0,15
Medtr3g089100.1 0,00 (0,08 0,00

P-loop nucleoside triphosphate hydrolase,
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putative
Medtr5g077130.1 |Adeninenucleotide alpha hydrolase 0,00 [0,22 (0,00
Medtr8g094590.1 |[Eukaryoticaspartylprotease 0,00 10,53 10,00
Medtr3g098990.1 |DEK domainchromatinassociatedprotein 0,00 [0,20 (0,00
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Annexe 3. Liste des protéines dont la répartition est modifiée entre le WT et le mutant

S M C
WT|CRK WT CRK WT |CRK
Protéines spécifiguement identifiées dans le microsome WT ou le cytosolsymCRK
Medtr6g065670.1 [Eukaryotic translation initiation factor 6-like 0,00(0,00 0,00 (0,00
Medtr1g102650.1 [Trafficking protein particle complex subunit-like 0,00(0,00 0,00 0,00

Protéines spécifiquement identifiées dans le cytosol WT ou le symbiosome symCRK

Medtr7g113160.1

Histone H2A 6

0,00

0,00

0,00

Medtr1g044720.1

Pre-mRNA-processing factor

0,00

0,00

0,00

Medtr3g011440.1

Histone-lysine N-methyltransferase

0,00

0,00

0,00

Meditr3g031380.1

MalonylCoA-acyl carrier transacylase

0,00

0,00

0,00

Medtr2g014360.1

Nucleic acid-binding, OB-fold-like protein

0,00

0,00

0,00

Protéines spécifiquement identifiées dans le cytosol WT ou le microsome symCRK

Medtr1g085150.1 |Glutamyl-tRNAsynthetase 0,00(0,00
Medtr5g093860.1 [Microtubule associatedprotein, MAP65/ASE1 0,00(0,00
Medtr8g079990.1 |Signal recognition particle 72 kDa 0,00(0,00
Medtr3g092510.1 [CTC-interactingdomain 0,00(0,00
Medtr3g083690.1 DEAD-box ATP-dependent RNA helicase-like 0,00(0,00
Medtr1g090773.2 Binding to TOMV RNA 1L 0,00(0,00
Medtr3g088805.1 ENTH/VHS/GAT 0,00(0,00
Medtr2g102435.1 |Amine-terminal acetyltransferase, putative 0,00(0,00
Medtr7g115340.1 Poly(rC)-binding-like protein 0,00(0,00
Medtr1g099000.1 [Translation initiation factor 0,00(0,00
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Medtr4g102120.1 [SNARE-interacting KEULE-like 0,00(0,00
Medtr4g088010.1 [Heterogeneousnuclearribonucleoprotein 0,00(0,00
Medtr8g073345.1 [High mobility group (HMG)-box 0,00(0,00
Medtr2g028790.1 [Synaptobrevin-like 0,00(0,00
Medtr8g105250.1 [Ubiquitin fusion degradation 1 0,00(0,00
Medtr4g083150.1 FI?Lz:lts;:;t(ia\;l(;Pase—activatingprotein—binding protein, 0.0000,00
Medtr3g091250.1 |Splicing factor 3a subunit 3, putative 0,00(0,00

Protéines identifiées dans les Microsome/cytosol WT ou Symbiosome symCRK

Medtr7g080803.1

Cytochrome protein C 0,00

-

Protéines identifiées dans le cytosol WT ou les symbiosome/microsome symCRK

Medtr8g463890.1

RNA-binding (RRM/RBD/RNP motif) 0,00 0,00

Medtr7g088370.1

Histone-lysine N-methyltransferase 0,00 0,00

Medtr1g073690.1

RNA-binding (RRM/RBD/RNP motif) 0,00 0,00

Medtr4g076850.1

Isoleucine-tRNA ligase 0,00 0,00

Medtr3g115580.1

High mobility group (HMG)-box 0,00

0,00

Protéines identifiées dans I'ensemble des fractions WT ou le symbiosome symCRK

Medtr4g057600.1

Serine carboxypeptidase-like

-

Protéines identifiées dans I'ensemble des fractions WT et ou le microsome symCRK

Medtr0045s0110.1

DUF642

Protéines identifiées dans I'ensemble des fractions WT ou le cytosolsymCRK

Medtr5g080400.2

Leghemoglobin Lb120-1

Medtr1g013050.1

Aspartate aminotransferase

0,00 0,00
0,00 0,00
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Medtr1g099350.1

Chitinase

Medtr4g056360.1

Legumelectin beta domainprotein

Medtr1g078000.1

Granule bound starch synthase I, putative

Medtr1g090820.3

Leghemoglobin Lb120-1

Protéines identifiées dans le symbiosome WT ou I'ensemble des fractions symCRK

Medtr4g130800.1

Plastocyanin-like

Medtr1g080820.1

Chitinase / Hevein / PR-4 / Wheatwin2

0,00
0,00

Protéines identifiées dans le microsome WT ou I'ensemble des fractions symCRK

Medtr8g099550.1

Dynamin-likeprotein 1E

Medtr8g105580.1

Dynamin-likeprotein 1E

Medtr7g081420.1

Subtilisin-like serine protease

Medtr7g081500.1

Subtilisin-like serine protease

0,00

Medtr4g094775.1

Cytochrome P450 family 81

0,00

Medtr5g075450.1

Cytochrome P450 family cinnamate 4-hydroxylase

0,00

Medtr1g038920.1

N-acyl-L-amino-acid amidohydrolase

0,00

Medtr7g083560.1

Translocon-associatedprotein beta

0,00

Medtr7g087090.1

NADH-cytochrome b5 reductase

0,00

Medtr3g096675.1

Farnesylcysteine lyase

0,00

Medtr3g085490.1

60S ribosomal protein L17A

0,00

Medtr4g069250.1

NAD(P)H:quinone oxidoreductase, type 1V

0,00

Medtr8g058330.1

Protein transporter Sec61 subunit alpha-like

0,00

Medtr2g435800.1

Acyl-CoAdehydrogenase

0,00

Medtr5g098250.1

Emp24/gp25L/p24

0,00




VI1I. Annexe

Medtr5g017670.1 |Patatin-like phospholipase 0,00

Medtr8g027080.1 |Cytochrome b5-like heme/steroid-binding 0,00

Medtr4g128840.1 [Xylose isomerase 0,00

Medtr2g436030.1 |Acyl-CoAdehydrogenase 0,00

Medtr8g073770.1 |Diseaseresistance-responsive 0,00

Medtr5g015370.1 |ADP-ribosylation factor-like protein A1D 0,00

Medtr1g102720.1 [Emp24/gp25L/p24 family protein 0,00

Medtr5g074970.1 |Class 111 peroxidase 0,00

Medtr8g090315.1 |PLAT-plant-stress 0,00

Medtr3g087490.1 |PLAT-plant-stress 0,00

Medtr5g012810.1 [Major intrinsic protein (MIP) family transporter 0,00

Medtr3g077640.1 Plastid phosphate translocator 0,00

Medtr1g080990.1 |MtN26 0,00

Protéines identifiées dans le cytosol WT ou I'ensemble des fractions symCRK

Medtr2g035190.1 |ABA-responsiveprotein 0,00

Medtr2g035320.2 |ABA-responsive protein 0,00

Medtr2g035220.1 |ABA-responsive protein 0,00

Medtr2g438110.1 IDEAD-box ATP-dependent RNA helicase 0,00

Medtr4g100640.1 |Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase-like 0,00

Medtr5g012920.1 [Peroxisomalacyl-coenzyme A oxidase-likeprotein (0,00

Medtr2g076490.1 [Epidermis-specific secreted EP1-like glycoprotein (0,00

Medtr5g048550.1 20G-Fe(ll) oxygenase family oxidoreductase 0,00

Medtr4g094492.1 |Reticulineoxidase-like 0,00
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Medtr4g094495.1

Reticulineoxidase-like

0,00

Medtr1g066530.1

Albumin-2 protein

0,00

Medtr3g079340.1

Enhanceddiseasesusceptibility

0,00

Medtr2g073010.1

Kunitz type trypsininhibitor

0,00

Medtr29436300.1

Glyoxysomal fatty acid beta-oxidation MFP-A

0,00

Medtr4g120130.1

Glyoxysomal fatty acid beta-oxidation MFP-A

0,00

Medtr1g099310.1

Chitinase

0,00

Medtr1g116500.1

2-isopropylmalate synthase

0,00

Medtr2g034480.1

Glucan endo-1,3-beta-glucosidase

0,00

Medtr4g005880.1

D-3-phosphoglycerate dehydrogenase

0,00

Medtr1g014140.1

Aspartate-tRNA ligase

0,00

Medtr3g054090.1

Transducin/WD-like repeat-protein

0,00

Medtr3g092970.1

Nascentproteinassociatedcomplex alpha chain

0,00

Medtr2g022350.1

Extracellulardermalglycoprotein

0,00

Medtr1g072420.1

Xyloglucanase-specificendoglucanaseinhibitor

0,00

Medtr7g023630.1

Polygalacturonaseinhibitor

0,00

Medtr3g093870.1

tRNA-binding region

0,00

Medtr2g039250.1

Nucleosome/chromatinassembly factor

0,00

Medtr5g062430.1

Glycoside hydrolase family 3

0,00

Medtr7g085150.1

Nod factor-binding lectin-nucleotide
phosphohydrolase

0,00

Medtr8g017080.1

TCP-1/cpn60 chaperonin

0,00
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VI1I. Annexe

1. Méthode utilisée pour la réalisation du protéome

Les nodosités de la plante WT et son mutant symCRK a 21 jours post inoculation avec S.
medicae ont été récoltées puis broyées. Un fractionnement des échantillons est realisé par
centrifugation différentielle dans le tampon adéquat, trois fraction sont isolées, correspondant au
cytosol, microsome de la cellule héte ainsi qu’au symbiosome. Les protéines sont extraites a
l'aide d’un tampon TCA acétone et séparées par SDS-PAGE. Les protéines digerées par trypsine
et les peptides sont analysés par spectroscopie de masse MS-MS couplée a un chromatographe
liquide. L’identification des spectres est réalisée par comparaison des profils obtenus avec ceux
théorique obtenues par traduction in sillico du génome de M. truncatula. Les résultats
représentent le nombre de spectres détectés pour chaque protéine et normalisés par un controle

interne®.
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Résumé:

La légumineuse Medicago truncatula a la capacité en condition de carence azotée d’interagir
avec la bactérie du sol fixatrice d’azote, Sinorhizobium medicae. Au cours de I’interaction un
nouvel organe racinaire est formé, la nodosité fixatrice d’azote au sein de laquelle les
bactéries infectent de maniére intracellulaire et chronique les cellules de 1’hote. Actuellement
peut d’informations sont disponibles quant aux mécanismes contrdlant la survie des bactéries
au sein de la cellule héte. Au cours de notre étude, une analyse de protéome de la plante
sauvage et du mutant symCRK présentant une dérégulation de I’immunité au cours de la
symbiose a été réalisée. Nos résultats montrent que I’hote et le symbionte ont la capacité de
s’influencer mutuellement par ’envoie de protéines de fonctions diverses, contrélant
I’immunité et le métabolisme. La modification de la répartition des protéines dans la cellule,
I’absence d’expression de génes symbiotique, I’induction de génes immunitaires et la
modification du pattern d’expression de certains genes conduisent au dysfonctionnement
observé chez symCRK.

Mots clés : Symbiose, symCRK , Medicago truncatula, Sinrhizobium medicae, immunité.
Abstract:

The leguminous medicago trancatula have the capacity in condition of deficiency of nitrogen
to interact with the nitrogen-fixing soil bacterium sinorhizobium medicae .during the
interaction a new root organ is formed .the nodosity fixing nitrogen in which the bacteria
infect intracellulary and chronic the host cells. Currently, few informations are available on
the mechanisms controlling bacterial survival in the host celln During our study ,a proteome
analysis of the wild type plant and mutant sym CRK presenting a deregulation of immunity
during the symbiosis has been realized .Our results show that the host and the symbiont have
the capacity to influence each other by sending proteins of various functions .controlling
immunity and metabolism .The modification of the repartition of proteins in the cells ,the
absence of symbiotic gene expression ,immune gene induction and the modification of the
pattern of expression of certain genes leads to the dysfunction observed in symCRK
Keywords: Symbiosis, symCRK , , Medicago truncatula, immunity.
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