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Introduction

Medicago truncatula, en condition de carence azotée interagit avec une bactérie du
sol fixatrice d’azote, Sinorhizobiumsp. Au cours de cette interaction un nouvel organe
racinaire est formé, la nodosité fixatrice d’azote, au sein de laquelle les bactéries
infectent de manicre intracellulaire et chronique les cellules de 1’hote. Dans certaines
conditions la nodosité entame un processus de sénescence caractérisé par la
dégradation des bactéries et des tissus de I’hote. L’étude réalisée par Guadgaud &
Saad a révelé que certain géne codant des PRs (Pathogenesis-Relatedprotein) pouvait
étre induit au cours de la sénescence, les auteurs émettent 1’hypothése que ces
protéines sont requises pour la suppression des bacteroids au cours de la sénescence.
La famille des PRs étant peut caractérisées chez M. truncatula et dans le but
d’améliorer notre compréhension de la relation de cette famille avec la symbiose,
nous avons étudiéces génes chez la plante. Des analyses génomiques,

transcriptomiques, protéomiques et phyllogénétique ont été ainsi réalisées.

Nous avons découvert 66 genes correspondant a des PRs, qui sont principalement de
classes 5 et 10, ainsi qu’un petit nombre de PRs de classe variée. Les PRs sont issues
de plusieurs origines évolutives et présente répartition génomique hétérogéne qui
recouvre I’ensemble de 8 chromosomes de la plante. L’analyse d’expression a mis en
évidence un groupe de PRs qui sont constitutivement exprimée dans les racines et
participant fort probablement a I’immunité basale de cet organe, La majeur partie des
PRs est induite en réponse aux pathogénes, ce qui conforte la fonction de cette
famille. Un groupe de PRs sont induite au cours de la sénescence des nodosités,
certaines d’entre elles sont stimulées au cours de I’immunité. De manicre surprenante,
plusieurs PRs sont induites au sein de nodosités fonctionnelle, mettant ainsi en

¢vidence I’importance de cette famille au cours de la symbiose.

Au cours de notre étude, nous démontrons de maniere claire que la senescence recrute
des mécanismes immunitaires via 1’induction des PRs, probablement afin de détruire les
bactéries intracellulaires.Mais aussi que certaine peuvent étre induite au sein des
nodosités fonctionnelles potentiellement pour réguler le phénoméne d’infection des
nodosités. Notre travail de recherche constitue la premiére caractérisation de la
famille des PRschez M. truncatula et son implication dans des processus

historiquement considérés comme indépendants (Symbiose/ Sénescence/ Immunité).
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Chapitre 1. Introduction a ’'immunité chez les plantes
1.1. Les interactions plantes-pathogenes

Les plantes sont continuellement au contact de microorganismes qui peuvent étre dans
certain cas pathogénes, ces derniers possedent une batterie d’outils moléculaires
permettant de franchir la barriére immunitaire de leur hote et de provoquer la mort.
Au cours de I’évolution les plantes ont développées un ensemble de mécanismes
allant des barrieres protectrices (exemple : la cuticule) a un systéme immunitaire

comportant des génes leur permettant de résister aux agresseurs?.
1.2. La PAMP Triggered Immunity (PTI): premiére réponse immunitaire

Lorsqu’un pathogeéne franchit les barrieres protectrices, il est détecté au niveau
cellulaire par des récepteurs immunitaires nommeés PRR
(PathogensRecogintionReceptor)®qui reconnaissent des motifs moléculaire conservés
entre différents microorganismes, appelé M/PAMP (Microbial/PathogenAssociated
Molecular Pattern) tel que le peptide fig22 de la flagelline’. De plus les plantes
peuvent reconnaitre indirectement les pathogénes par la reconnaissance desDAMPs
(DamageAssociated Molecular Pattern) qui sont des fragments de parois
péctocellulosiques libérés au cours du processus infectieux®. L’interaction entre le
PRR et son ligand déclenche des cascades de signalisation impliquant entre autre des
flux de Ca™, la génération de formes actives de 1’oxygéne (ROS :
RecitativeOxygensSpeiase) et I’activation des protéines de signalisation immunitaire
telle que les MAPKSs (MitogenActivatedProtein Kinase). Ces évenements aboutissent
a la production de composés de défense (exemple : les phénols) et I’induction de

I’expression de génes immunitaires®.
1.3. Effector Triggered Immunity(ETI) : un rempart au blocage de la PTI

Afin de bloquer la PTI, les pathogenes ont mis en place des mécanismes, ainsi
certaines bactéries peuvent injecter au sein des cellules de la plante des petites
peptides, appelés effecteurs qui sont codés par des génes d’Avirulence (Avr)’. Une
fois dans le cytosol les effecteurs reconnaissent les protéines associées a la

signalisation PTI et bloquent leurs activités biologiques ’,2, conduisant & un arrét de la



réponse immunitaire ®°, Dans ce cas on parlera d’ Effector Trigger Sensitivity ou
ETS®. Afin de prévenir I’effet des effecteurs, les plantes utilisent des récepteurs
intracellulaires codés par des génes de Résistance ou génesR®. Ces récepteur sont des
Nucleotide Binding Site(NBS)-Leucine ReachRepeat (LRR), qui reconnaissent
spécifiqguement les effecteurs et conduisent a une réactivation de la réponse
immunitaire®®. Ces récepteurs sont composés d’un domaine de fixation aux
nucléotides NBS et un domaine LRR permettant la perception des effecteurs. En
fonction de la présence ou de I’absence d’un troisiéme domaine TIR (Tollnterleukin-
likeReceptor) on distingue deux grandes classes. La premiére est celle des récepteurs
disposant du domaine TIR, nommés TIR-NBS-LRR et ceux dépourvus de ce
domaine, les CC-NBS-LRR™ L’activation du récepteur aboutie & une réponse plus
intense de 1’hote par rapport a la PTI, ce qui est traduit par a I’activation de la mort

8

cellulaire programmée (PCD) des cellules infectées °, ceci vise a supprimer

localement le pathogéne. Dans ce cas on parlera d’Effector Trigger Immunity(ETI) **.
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Figure 1.PTI et ETI. Les pathogeénes sont d’abord reconnu par leurs motifs PPMAMP
via des récepteur PRR, ce qui déclenche une réponse immunitaire PTI. Certain
pathogéne peuvent injecter des effecteurs au sein de la cellule hote et bloque la PTI,
aboutissant a une ETS, enfin les effecteurs injectés peuvent étre reconnu par des
récepteurs intracellulaires qui réactivent la réponse immunitaire conduisant a une
ETIY.
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1.4. Les hormones immunitaires

Tous au long du processus de réponse immunitaire, des modifications hormonales
sont observées, elles participent entre autre a 1’activation des genes de défense et a la
transmission de ’information immunitaire’®.L’acide salicylique (AS) est une hormone
végeétale dérivée de I’acide phénolique. Elle est impliquée dans la réponse des plantes
aux pathogénes biotrophes (se nourrissant de tissus vivant)™. L’acide jasmonique
(AJ)dérivée de D’acide linolénique™est la second grand hormone immunitaire, elle
intervient dans la réponse aux pathogénes nécrotiques (se nourrissant de tissus mort).
Les voies de signalisations associées au SA et au JA sont généralement antagonistes'?,
ce qui permet d’apporter une réponse immunitaire spécifique en fonction du type de
pathogene. Enfin, I’éthyléne (ET) est une hormone végétale volatile, dérivée de la
méthionine, impliquée dans divers processus physiologiques dont la réponse

immune®™ Y,

Chapitre 2. Les PRs une classe majeure de protéine immunitaire

L’ensemble des évenements cités ci-dessus aboutissent a des modifications
physiologiques importantes se traduisant entre-autres par 1’activation de 1’expression
de génes immunitaires. L’une des classes majeurs de ce type de genes est celle

Pathogenesis Related protein (PR)".
2.1. Roles des PRs dans la réponse immunitaire

Les PRs font parties intéegrantes de la réponse immunitaire, elles interviennent en
régulant les activités biochimiques de la cellule héte ou en agissant directement sur les
pathogeénes par des effets antifongiques et antimicrobiennes'®. Un pathogéne peut
stimuler une ou plusieurs PRs, de méme les PRs sont spécifiques de certaine voies
hormonales, telle que la PR1 qui est stimuler en réponse a 1’acide salicyliquelz. Au
niveau de la racine qui est exposée a une densité de microorganismes élevées, un
membre de la classe des PR10 chez M. truncatula présentent une expression basale

élevé, il est probable qu’il garantisse un seuil immunitaire minimal au niveau de cette



organ”®. Actuellement peut d’information sont disponibles quant & cette famille de

protéine chez les légumineuses telle que M. truncatula.
2.2. Classification des PR

La famille des PRs regroupe des protéines ayant des caractéristiques différentes.
%3Elles sont classées en fonction de leurs propriétés biochimique et moléculaire en 17
classes. Le tableau ci-dessous présente les différents groupes ainsi que 1’activité

biochimique de chaque protéine.

PRs Propriété PRs | Propriété

PR1 inconnue PR10 | Ribonucléase-like

PR2 p-1.3-glucanase PR11 | Chitinase

PR3 Chitinase type L IL, IV, V. VL VII PR12 | Défensine

PR4 Chitinase type L 1II PR13 | Thionin

PR5 Thaumatine like PR14 | Protéine de transfert de lipide
PR6 Inhibiteur I d’inhibiteur de Proteinase | PR15 | Oxalate oxidase

PR7 P69 Endoprotéinase PR16 | Oxalate oxidase-like

PR8 Chitinase type III PR17 | Inconnue

PR9 Peroxidase

Tableau 1. Les différentes classe de PRs et leurs activités biochimiques respectives

(modifié de °).

Les classes de PR-1 et PR-17 sont de fonction inconnu®.Les PR-3, PR-4, PR-8 et PR-
11 font partie de la famille des hydrolase, ces protéines en plus de la PR2 qui est une
B-1,3-glucanases sont impliquées dans la dégradation des parois fongiques et
bactériennes®®.La PR-5 quant & elle est induites par divers agents pathogénes et
présentant des propriétés antifongiques*®?®, La PR-6 est un inhibiteur de protéase,

aprés ingestion elle provoque des indigestions chez les nuisibles™. La PR-7 représente
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des protéases dont le role effectif dans la défense n’a pas été caractérisé”. La classe
des PR-9 présente des activités peroxydases H,O,-dépendantes dont le réle est de
renforcer la paroi végétale. Les PR-10 sont des protéines acides (pi= 4,66) dont la
masse moléculaire est remarquablement invariable (154-160 aa, 16-18 kDa), ces
protéines sont structurellement proches de ribonucléases, I'nypothése d'une fonction
RNAse attribuée a ces protéines a été émise®”. La classe des PR-12, appelées
également défensives, inhibe la croissance fongique en perméabilisant la membrane
des champignons, un réle identique a été attribué aux PR-13, appelées thionines?!. La
famille des PR-14 comporte des protéines non spécifiques transportant les lipides ou
LTP (Lipid Transfer Protein)®. Récemment deux autres classes ont été ajoutées PR15
et PR16 qui comportent des protéines germine et germine-like?®. La PR16 a été isolée
a partir du piment en situation de résistance & des infections bactériennes et virales®’.

Identifié sur des cellules de tomate, PR-17 est de fonction inconnue®,

Notre étude porte sur le r6le des PRs au cours de la symbiose fixatrice d’azote. Le

chapitre suivant décrit la biologie de la symbiose fixatrice d’azote chez M. truncatula.
Chapitre 3. La symbiose fixatrice d’azote
3.1. Définition

La symbiose est une interaction entre deux ou plusieurs organismes avec bénéfices
mutuelles™. A I’inverse des pathogénes, certaines bactéries telles que les rhizobia
établissent une interaction symbiotique avec les légumineuses qui sont des plantes de
la famille des fabacées™ Cette interaction conduit a la formation d’un nouvel organe,
la nodosité au sein de laquelle les bacteroids (forme intracellulaire des rhizobia) fixe
’azote atmosphérique (N) en forme d’azote assimilable par la plante (NH3") via
I’action d’une enzyme bactérienne, la nitrogénase. En échange la plante fournie une

niche écologique préférentielle a son partenaire®.
3.2. Bénéfice écologique de la fixation d’azote

La révolution verte des années cinquante a été caractérisée par 1’utilisation massive et
non contrélé des produits chimiques par les agriculteurs, tel que les engrais minéraux.

Cela a permis d’augmenter les rendements mais, malheureusement on constate les



effets nocifs que ces pratiques ont sur la qualité de I’environnement. L’utilisation de
ce type d’amendement provoque entre autre 1’eutrophisation et 1’acidification des sols
conduisant a une destructuration des communautésmicrobienne et a la réduction de la
biodiversité*'. Une alternative a I’utilisation des engrais minéraux est 1’emploi de
plantes ayant la capacit¢é d’enrichir les sols en molécules fertilisantes, les
légumineuses peuvent étre utilisées en temps qu’engrais vert azoté permettent de
réduire fortement [’utilisation d’engrais de ce type®? et de participer ainsi a la

préservation de 1I’environnement.
3.3. La symbiose Medicago-Sinorhizobium

En condition de carence azotée M. truncatula a la capacité d’établir une interaction
symbiotique avec Sinorhizobiumsp®. Une phase de reconnaissance entre les deux
partenaires a tous d’abord lieu et correspond par la sécrétion des flavonoides par M.
truncatula qui sont reconnus par la bactérie®*. Cette derniére produit en retour des
facteurs de nodulation (Nod) qui sont des lipochito-oligosaccharides reconnu par le
récepteur NFP (NodFactors Perception) de I’hote, déclenchant une cascade de
signalisation symbiotique®. Les bactéries infectent les racines de la plantes via la
formation d’un cordon d’infection. Parallélement une réactivation de la division des
cellules du cortex de la racine au point d’infection a lieu ce qui formera le future
primordium nodulaire. A la fin du processus un nouvel organe racinaire est forme, la

nodosité fixatrice d’azote® (Figure 2).
3.4. Structure d’une nodosité indéterminée

M. truncatula a la caractéristique de former des nodosités de type indéterminée de
forme allongée, dii a la présence d’un méristéme apicale ayant une forte activité %,

Les nodosités indéterminées



Présentes une zonation de leurs tissus : une premiére zone ou zone | (ZI) au sein de
laquelle on trouve le méristéme est observée, elle est suivie par la zone d’infection ou
zone II (ZI1), au sein de laquelle les rhizobia infectent les cellules de 1’hote, puis une
zone de fixation d’azote ou zone III (ZII) dans laquelle les bacteroids (forme
intracellulaire des rhizobia) fixent 1’azote atmosphérique (N>) et le converti en NHs".
La ZIII est séparée de la ZII par une inter-zone ou ZII-111 dans laquelle les bacteroids
subissent un processus de différenciation terminal (voir ci-dessous) *'. Enfin quand la
nodosité devient trop agée, quand les plantes subissent un stress ou que de 1’azote
organique est ajouté a des plantes nodulées, une zone de sénescence ou zone IV (ZIV)
apparait, au sein de laquelle les bacteroids et les composants des cellules de 1’hote

3

sont dégradés *, par ailleurs cette zone peut étre recolonisée par des rhizobia

saprophytes * (Figure 2).

Z1

Figure 2. La symbioseMedicago-Sinrozhizobium. Au de la symbiose, apres la phase
de reconnaissance les bactéries forment un cordon d’infection (13) qui pénétre au sein
de la racine via les poils absorbant (12). En parallele 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 composés d’un
méristéme apical (ZI), d’une zone d’infection (ZII) au sein de laquelle les rhizobia
infectent de manicre intracellulaire des cellules de 1’hote et se différencient. Au sein
de la zone de fixation (ZIIl) les bacteroids fixent 1’azote atmosphérique pour le
bénéfice de la plante. Enfin quand la zone de sénescence (ZIV) se forme au sein d’une
nodosité agée, d’une plante stresse ou aprés ajout de nitrate dans le milieu de culture.

1: épiderme nodulaire, 2: méristeme, 3: cortex and endoderme nodulaire, 4: xyléeme



5: phloeme, 6: cellules vides, 7: épiderme racinaire, 8: cortexe racinaire, 9: endoderme

racinaire et péricycle, 10: xyléme racinaire, 11: phloéme racinaire (modifié de?).

Chapitre 4. La symbiose et ’'immunité
4.1. L’immunité au cours des étapes précoces de la symbiose

Plusieurs travaux de recherches ont démontrés le role clé du systéme immunitaire au
cours de la symbiose. Par exemple, les rhizobia ont la capacité de stimuler des
réponses immunitaire chez des plantes non-hétes (non légumineuses)®®, mais aussi

chez des plantes hotes **2

, Cette stimulation est di a la présence de motifs
moléculaire conservée entre les microorganismes appelé MAMP. La répression de
I’immunité est nécessaire afin de permettre la mise en place de la symbiose, elle est
traduite par une répression massive de I’expression des génes de défens*. Différentes
stratégies sont élaborees par les rhizobia afin de réduire ou de bloquer la stimulation
de la réponse immunitaire de I’héte*? ; les exopolysacharides contribuent & masquer
les MAMPs et réduises la signalisation immunitaire®. Les rhizobia au cours de leurs
évolution ont modifiées certains MAMPs afin d’éviter une stimulation de la réponse
chez I’héte, par exemple Sinorhizobiummeliloti présente un peptide flg22 avec une

445 pDes effecteurs

structure différente de la structure canonique du peptide
symbiotiques dits Nodule Outer Protein (NOPs) peuvent étre utilisés pour réprimer la
réponse immunitaire de 1’hote, par exemple la souche NGR243 bloque la signalisation
immunitaire en produisant des effecteurs symbiotiques qui sont injectés via le systeme
de sécrétion de type 111 au sein des cellules hote®. La plante de son coté réprime son

immunité via la signalisation symbiotique ou la mise en place de génes spécifiques*.
4.2. L’immunité au cours des étapes tardives

Une fois la nodosité formée, plusieurs genes impliques dans la répression des défenses
ont éte décrits; NAD1, DNF2, SymCRK et RSD qui codent respectivement une
protéine de fonction inconnue, une phospholipase C phosphatidyl inositol dépendante,
un RLK possédant deux Domain Unkown Function 26 (DUF26) et un facteur de

transcription de type C,H, respectivement 247,

Les mutants correspondants
présentent une réactivation de la réponse immunitaire au sein de leurs nodosités

caractérisés par une induction de I’expression de genes de défense tel que la PR10,



I’accumulation de composés phénoliques et une mort des bacteroids 80 Le
mécanisme par lequel fonctionnent ces genes est actuellement inconnu, mais certains
facteurs influencent le phénotype des mutant ; par exemple quand dnf2 est cultivé
dans un milieu sans ulvan (une molécule potentialisant les réponses immunitaires), le
mutant produit des nodosités fixatrices d’azote, ce qui indique que I’environnement
influence le phénotype du mutant®. Les mutants symCRK et rsdquant & eux présentent
une forte réduction de la réponse immunitaire au sein de nodosité induite par le
mutant bacAde S. meliloti incapable de survire dans la cellulehdte®, ce qui laisse &
penser que I’infection correcte des tissus et/ou la différenciation des bacteroids sont

requises pour la stimulation des défenses chez symCRK/rsd.

Chapitre 5. Sénescence et immunité
5.1. La sénescence des nodosités

L’activation de la réponse immunitaire conduit a un arrét brutal de la symbiose et a la
suppression des bacteroid. La sénescence des nodosités est un second mécanisme de
suppression de bactérie intracellulaire. C’est un processus par lequel les plantes
dégradent de maniére progressive les constituants d’une cellule ou d’un tissus et
recycle les composés libérées au cours de la lyse **. Quand les plantes sont stressées,
quand de ’azote organique est ajouté au milieu de culture ou quand les nodosités
deviennes trop agées, la sénescence est activée. Cette derniére se traduit par la
formation d’une zone de sénescence ou ZIV 4 la base de 1’organe™ et progresse tous
le long de ce dernier. Dans cette zone les bacteroids, puis les cellules hotes sont
dégradées, il en résulte la présence de cellules vide & la base de la nodosité®®, ce tissus
peut étre recolonisé par des rhizobia qui vivent de maniére saprophyte®. On peut
distinguer deux types de senescence ; i) la sénescence développementale qui a lieu
lorsque 1’organe devient trop agé et ii) la sénescence prématurée ou induite, qui a lieu
lorsque les plantes subissent un stress ou qu’une source organique d’azote telle que les

nitrates, sont ajoutés aux plantes®°2.

L’analyse comparative des transcriptomes de
nodosités subissant de la sénescence développementale ou induite par 1’obscurité a

révélé la présence de genes exprimes de maniere commune et différentielle, suggérant



la présence d’une voie partagée et d’une voie divergente entre la sénescence

développementale et la sénescence induite 2.
5.2. Les effecteurs de la sénescence des nodosités décrits

Les cystéines protéase (CPs) sont des protéines qui possede une activité protéolytique
>3 certaines d’entre elles (CP1 a CPo6) sont spécifiquement exprimées au cours de la
sénescence et sont proposées comme étant les effecteurs de ce processus 2. Le
silencing de MtCP6 et de VacuolarProcessing Enzyme. (MtVPE) retard la sénescence

des nodosités >

, ces deux protéines se localises au symbiosome et il est postulé
qu’elles jouent un role dans la dégradation de ces organites au cours de la
senescence®, L’oxyde nitrique (NO) est une molécule qui stimule la sénescence des
nodosités, la souche de Sinorhizobiummeliloti sur-exprimant le géne hmp qui code
flavohaemoglobine (protéine impliquée dans la détoxification du NO) induit la

formation de nodosités qui présentes une sénescence retardée®.
5.3. Connexions immunité et senescence

L’immunité et la sénescence ont toujours été considérées comme deux événements
indépendants, bien qu’ils aboutissent tous les deux a la suppression du bacteroid.
L’étude menée par madame Guadguad et madame Saad® a permis de mettre en
évidence que les cystéines protéinase n’été pas induites au cours de la réponse aux
pathogeénes. Ce qui indique que ce type de protéines n’est potentiellement pas
essentiel aux processus immunitaire. Par ailleurs I’analyse de I’expression de génes de
défense indique une induction de certains d’entre eux au cours de la sénescence des
nodosités stimulées au nitrate. Ces observations ont permis a leurs auteurs d’émettre
I’hypotheése qu’au cours de la sénescence, une réactivation de I'immunité a lieu.
Remettant en question la théorie de séparation entre immunité et sénescence au sein

des nodosites.
5.4. Les PR s’impliquent dans sénescence ?

Les PR sont des protéines clés de la réponse des plantes aux pathogenes. Différentes
études ont montrées que la PR10 (utilisé comme marqueurs de défense) est induite

chez des mutants présentant un dysfonctionnement immunitaire au sein des nodosités
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(symCRK, rsd, dnf2 et nad1)?**34°%¢_De plus, des résultats préliminaires révélent que
certaines PR sont induits au cours de la sénescence®. Ces observations font de ces
protéines des candidats pour I’étude de la connexion immunité-sénescence au sein des

nodosités.
5.5. Objectifs de I’étude

Actuellement aucune donnée n’est disponible quant a I’organisation de la famille des
PRs chez M. truncatula (plante sur laquelle I’ensemble des études citées ont été
réalisées) et sur le r6le de cette famille au cours de la réponse aux stress biotiques, a la
symbiose et au processus de sénescence. Notre travail de recherche consisté a validé
I’hypothése émise quant a la connexion de la sénescence et de I’'immunité ainsi que de
caractériser ce lien a travers 1’é¢tude poussée de la famille des PRs chez M. truncatula
au niveau génomique, protéomique et évolutive ainsi que de I’analyse de leur
expression au cours des processus de pathogénie, de symbiose et de sénescence. Notre
travail de recherche constitue la premiére caractérisation de cette famille de géenes
chez M. truncatula et son implication dans des processus historiqguement considérés

comme indépendants
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Partie 1I. Matériels & Méthodes
1. Identification des génes PRs au sein du génome de M. truncatula

Les PRs présentes au sein du génome de M. truncatula ont été identifiés via une
recherche par annotation et complétée par une recherche d’homologie (blast) en
utilisant la sequence protéique type pour chaque classe de PR. Les recherches ont été
réalisées au sein de la base de données du Craig Venter Institut
(http://lwww.medicagogenome.org/), qui contient entre autre le génome séquencé de

cette plante modele, pour laquelle il posséde la derniére version d’annotation.
2. Représentation des structures génomique

La structure intron/exon a été analysée a partir des données génomiques disponibles
sur le Craig Venter Institut, puis la représentation des résultats a été réalisée avec le
logiciel Power Point. Parallelement a cela une analyse de la répartition relative des
PRs au sein du génome de M. truncatula a été effectuée et représentée avec le méme

logiciel.
3. Prédiction des domaines ayant une fonction biochimique

Afin de détecter la présence des domaines fonctionnels dans les protéines identifiées
nous avons soumis les séquences a une analyse par 1’outil Protein Domain Prediction
du NCBI (National Center for BiotechnologyInformation ;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).Cet outil propose d’identifier les domaines putatifs
présents au sein d’une protéine en comparant sa séquence a des bases de données

répertoriant les domaines caractérisés dans la littérature.
4. Analyse phyllogénétique des protéines

Dans le but de comparer les parcours évolutifs des différents PRs identifiées, nous
avons réalisé un arbre évolutifen utilisantle logiciel
MolecularEvolutionaryGeneticsAnalysis7 (MEGAT).Ce logiciel est un outil qui
permet d’effectuer un alignement de séquences de maniére automatique& manuelle,
de construire des arbres phylogénétiques, d’estimer des taux d'évolution moléculaire

et de tester des hypotheses d'évolution.
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5. Analyse des transcriptome

Au cours de 1’étude nous avons analysé 1’expression des PRs de M. trunctula dans des
conditions de réponses immunitaires (Phymatotricum. omnivorum,
Ralstoniasolanacearum, Aphanomyceseuterich, Macrophominasp, extrait de levure et
méthyle de jasmonate)*et symbiotiques (plante nodulée traitée ou non avec des
nitrates ou & un inducteur de sénescence, la phosphénotricine)®. La premiére étape
consiste a télécharger les données a partir de la base de donnée du Medicago
truncatula Gene Expression Atlas (MtGEA ; https://mtgea.noble.org/).Ce dernier
contient plusieurs centaines de résultats de transcriptomes (ensemble des transcrits)
issues d’hybridation d’ADNc sur des puces & ADN de type Affymetrix. La
technologie permet de révéler I’expression simultanée de milliers de génes. Apreés
téléchargement des données un calcul des moyennes d’expression de chaque géne
pour chaque condition a été réalisé, puis une analyse par clustering est effectuee par
I’outil heatmapper (http://heatmapper.ca/). Au cours de I1’analyse nous avons
sélectionné I’une des méthodes utilisées dans la littérature qui est clustering de type

complet linkage ainsi qu’un calcul de la distance de type Person.
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Partie 11l. Résultats
1. Le génome de M. truncatula présente plusieurs classes de PRs

Lors de notre recherche, 66 genes correspondants a des PR sont été identifiés au sein
du génome de M. truncatula. 9 genes possedent deux alleles (Medtrlg025420.1,
Medtr2g076010.1,  Medtr2g076070.1,  Medtr3g055120.1,  Medtr4g073730.1,
Medtr4g120760.1, Medtr5g022310.1, Medtr5g022350.1 et Medtr8g075510.1). Un
géne ne code aucune protéine (Medtr4g120950.1), mais la majorité des génes codent
des protéines de la classe des PR5 (38) et PR10 (16). Enfin un faiblement nombre (12)
regroupé dans cette étude sous la nomination de « autres PRs » correspond a des
classes de PR2, PR3, PR4 et PR6et des PRs non-affiliées aux classes décrites dans la
littérature. Au cours de 1’analyse aucune protéine de type PR 7 a9 et PR11 a 17 n’a

été détectée.

Le génome de M. truncatula comporte 8 chromosomes, afin de Vérifier si la
répartition des PRs au sein du génome de la plantes été homogene ou au contraire si
certaine classes pouvait se localiser sur des régions chromosomiques définies, nous
avons étudié la distribution des PRs par chromosome. La figure 3 présente les
résultats obtenus. Les protéines appartenant a la classe des PRs 5 se retrouvent dans
I’ensemble des chromosomes avec une accumulation au niveau du chromosome 8.
Les PR10 sont identifiées dans I’ensemble du génome excepté dans le chromosome 5
et comme pour la classe précédente, elles se localisent en plus grand nombre au
niveau du chromosome 8. Les autres PRs sont réparties sur ’ensemble des
chromosomes excepté le K6. C’est résultats indiquent que les PRs se répartissent de
maniere hétérogene au sein du génome de M. truncatulaet que le chromosome 8

contient le plus grand nombre de PR5s et PR10s.
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(K1) (K4) (K5) (K6) (k8)

Figure3. Analyse de la répartition relative génomique des PRs de M. truncatula. En
rouge les PRs5, en vert les PRs10 et sur les chromosomes de

M. truncatula. K : chromosome.
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2. Les PR de classe 5, le groupe le plus grand chez M. truncatula :

La classe de PR5 est la plus abondante au sein de la famille des PRs chez M.
truncatula avec 38 membres. Afin de mieux comprendre la structure génomique de
ces genes, nous avons analysé la composition exon/intron pour chaque membre des
classes identifiées. La figure 4 représente les structures des génes codant les PR5s. On
observe une hétérogénéité en termes de nombre d’exon et d’intron entre les différents
membres allant d’un exon pour le géne Medtr5g068670 a plusieurs exon/intron pour
Medtr4g073730. De plus il n y’a pas systématiquement de corrélation entre le nombre
d’exon/intron et la taille du géne, ainsi le gene Medtr5g010635 présente un exon avec
une taille supérieur a celle du géne Medtr3g081550 qui lui dispose de deux exons et
un intron. L’analyse a révélé la présence de six génes (en rouge dans la figure 4 ;
Medtr4g073730, Medtr5g022310, Medtr2g076010, Medtr1g025420.1,
Medtr8g075510, Medtr5g022350) présentant deux alléles.
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Partie I11. Résultats

Figure 4. Représentation des structures génomiques de membre de la classe PR5. Les
rectangles représentent les exons, les lignes représentent les introns et les fleches

représentent le sens de transcription, en rouge les génes présentant plusieurs alléles.

3. La PR de classe 10: la seconde groupe de PR chez M. truncatula

La figure 5 présente la structure des genes codants les PR10s. De maniere identique
avec les PR5s, il existe une hétérogénéité dans la composition des génes avec une
absence de corrélation de taille et du nombre d’exon/intron. De plus les PR10s
présentent des membres(Medtr8g04560, Medtr8g045570, Medtr8g045665 et
Medtr8g045640) dont la longueur dépasse celle des PR5s.

Medtr8g045560 (I ;
Medtr8g045570 (M) —
Medtr8g045665 | — é
Medtr8g045640 (I} :
Medirlg030810 |
Medirlg031640 ; |
Medtr8g045490 (I E
Medtr8g045520 | — ;
Medtr8g045400 —__ﬁ
Medtrdg 120970, 1 ——é
Medt2ed35310 I p—
Medir3g055130 _—:
Medrogo33aso M E—
Medtrd4g120940 [N %
e e

Medtrdg120760 { ﬁ
Medtr3g055120 { ﬁ

Figure 5.Représentation des structures génomiques de membre de la classe des PR10.

|

Les rectangles représentent les exons, les lignes représentent les introns et les fleches

représentent le sens de transcription, en rouge les génes présentant plusieurs alléles.

4. Structure des génes codants les autres classes de PR

Les autres classes de PRs représentent le nombre le plus faible présent au sein du
génome de M. truncatula. Comme dans le cas des PR5s et PR10s, une analyse de la
structure des génes a été réalisée. La figure 6 représente les résultats obtenus. On
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observe les mémes caractéristiques que celle décrites pour les PR5 et PR10. Les génes
Medtr2g435490.1, Medtr2g034480.1, Medtr3g118390.1, Medtr7g115220.1 et
Medtr5g090250.2 corresponde a des PR1, PR2, PR3, PR4 et PR6 respectivement. Le
reste des génes n’appartient a aucune PR décrite et peuvent constituer de nouvelles
classes. Enfin Le géne codant la PR6et une PR de classe inconnue (Medtr2g076070)

est présent en deux alléles dans le génome de M. truncatula.

Medtr2g038000 e
Medtr8g038350 ;- I—

Med2g034480.1 B, e

Medgl 18300 1 I ——

Medtr7gl15220.1

Medsseodssss g
Medirdgia00s0 | E—
Medirlg000310 | E—

Medrsgoo025)

Mede2g3s400 | —
Medirsg0ss700 g
—

o ——
Medtr2g076070 ‘[
—— — —

Figure 6. Structure des genes codant les autres classes de PRs.Les rectangles

représentent les exons, les lignes représentent les introns et les fleches représentent le

sens de transcription, en rouge les genes présentant plusieurs alléles.
5. Structure protéiques des PRs

Une analyse des protéines a été réalisée afin de confronter les résultats des structures
génomiques obtenues en figure 4 a 6 aux structures protéiques correspondantes. Le
tableau S1 en annexe présente la taille des protéines, les domaines fonctionnels
identifiés avec 1’outil PDP (Protein Domain Prediction) ainsi que la fonction

biochimique de chaque domaine.

La taille des protéines révele que la longueur peut aller de 70 Aa (Acides aminés) a
700 Aa, mais la majorité des PRs présentent une taille stable allant de 150 & 300 Aa
toute classe confondue. En excluant les cas exagérés, cette observation indique qu’a
I’inverse des geénes, une relative conservation de la taille des PRs est observée et cela

indépendamment de la classe a laquelle elles appartiennent.
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L’analyse des domaines protéique montre que la classe PR5 présente un domaine
GH64-TLP-SF qui est une fusion entre le domaine GH64glucides hydrolases
impliquées dans la dégradation des parois cellulaires fongiques et le domaine TLP
(Thaumatine et Thaumatinelike)impliqués dans la défense et la dégradation des Béta
1-3 glucanes. Les PR10sprésentent un domaine SRPBCCqui est une superfamille de
domaine de liaison au ligand (START/ RHO _alpha_C/ PITP/ Bet_vl/ CoxG/ CalC)
présente au sein d’allergéne veégétaux. La PR1-like (Medtr2g435490.1) possede le
domaine SCP-PR1 qui est extracellulaire et lié a la pathogenese végétale. Enfin
I’analyse révele que la PR Medtr2g038000.1de classe inconnue présente un domaine
PHD/PRHA-L. lie a la réponse aux pathogenes chez Arabidopsisthaliana.En plus du
domaine HOX qui est impliqué dans la régulation transcriptionnelle au cours de

processus développementaux.
6. Analyse évolutive des PRs : plusieurs origines possibles pour cette famille

Afin de comparer le parcours évolutif de différentes classes de PRs identifiées, un
arbre phyllogénéetique a éte réalisé entre les protéines de M. truncatula. La figure
7présente les résultats obtenus. On distingue plusieurs clusters (groupes) de protéines,
les PR5 et PR10 présente de nombreux clusters et peut de protéines dispersées au sein
de I’arbre, a I’inverse les autre types de PRs présentent une répartition hétérogene,
dans ce derniers cas, cela peut étre expliqué par I’hétérogénéité des séquences qui
regroupe plusieurs classes de PRs. Selon les résultats obtenus on distingue 5 clusters
de protéine pour les PR5s et 2 clusters pour les PR10s. Cela indique que ces classes de
protéines dérivent potentiellement de plusieurs ancétres dont le nombre est égale a

celui des clusters.

La confrontation des résultats de la distribution génomique (figure 3) et de I’arbre
phylogénétique (figure 7) indique que pour les PR5s, chaque cluster de 1’arbre est
composé de genes répartie de maniere hétérogéne dans le genome, alors que pour la
PR10 on retrouve un regroupement préférentiel de génes au sein des clusters en
fonction de la position génomique (exemple figure 7, en haut a gauche, le cluster est
composé uniquement de genes en K8). Ces résultats indiquent que le parcourt évolutif
de ces protéines est probablement différents. Une hypothése expliquant ces

différences est que les PR5s sont potentiellement localisées dans des régions soumises
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a la recombinaison ou présentant des transposant, ce qui a provoqué leurs dispersion
dans le génome.

Mo 701152203
ey

Mody 43120760 2PRS
Macrag! 20760.1PR 11644

Figure 7. Analyse phyllogénétique des PRs de M. truncatula. En rouge les PR5s, en
vert les PR10s et en bleu les autres types de PRs. L’analyse évolutive a été
réaliséegrace au logiciel MEGA7.La méthode de Neighbor-Joining est employée®.
L’arbre optimale avec la somme des longueurs des branches = 23.80989892 est
montré. L'arbre est dessiné a I'échelle, avec des longueurs de branches dans les mémes
unités que celles des distances d'évolutions utilisées pour déduire l'arbre
phylogénétique. Les distances d’évolutions ont été calculées a 1’aide de la méthode p-
distance®. L'analyse comportait 74 séquences d'acides aminés. Toutes les positions
contenant des lacunes et des données manquantes ont été éliminés. Il y avait un total
de 70 postes dans I'ensemble de données final®.
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7. Les PRs sont induites au cours de la réponse immunitaire chez M. truncatula

Dans le but de comprendre la régulation des PRs au cours des réponses immunitaires,
L’expression de ces genes a été comparée dans des conditions de réponse
auxpathogenes (P. omnivorum, R. solanacearum, A. eutriches et Macrophominasp), a
un é¢liciteurs de défense (I’extrait de levure) ou a une hormone immunitaire (le
méthyle de jasmonate). Les données ont été téléchargees a partir de la base MtGEA
qui regroupe des transcriptomes obtenus par la technologie de puce a ADN
affymetrix, ’identification des sondes correspondantes aux genes a été réalisée par
recherche d’homologie en utilisant les séquences nucléiques des PRs de M.
truncatula, Pour chaque gene le meilleurs score a été pris en considération, le tableau
S2 en annexe présente les correspondances entre les génes et les sondes isolées. Il est
a noter que certain géne ne posséde aucune sonde, leur expression n’a donc pas pu
étre analysée. Les données ont ¢été traitées avec l’outil heatmaper qui permet de
regrouper les genes ayants des profils d’expression similaires et de visualiser les

résultats sous forme de heatmap.

La figure 8 présente I’expression des génes au sein de racines de M. truncatulaen
réponse au pathogéne P. omnivorum en condition contréle (0O heure post inoculation ;
hpi), ou testes a 72 hpi et 96 hpi. On observe trois groupes de PRs induites en fonction
du temps d’inoculation, par ailleurs peut de génes présentent une co-induction entre
deux ou trois conditions de traitements. Le premier groupe correspond a des PRs
induites au sein de racines non-inoculées (0 hpi), cet organe étant soumis a une
pression microbiologique importante, une explication plausible est que ces PRs
maintiennent un seuil immunitaire basal afin de bloquer les phonémes infectieux. Les
deux autres groupes de PRs induites respectivement a 72 hpi et 96 hpi correspond a
des protéines potentiellement impliquées dans la réponse immunitaire. Au cours de
I’analyse aucune répartition préférentielle des classes de PRs (PR5 ou PR10) n’a été
observée en fonction du temps d’inoculation, ce qui indique que I’ensemble des

classes peuvent intervenir au cours du processus étudié.
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Paas I Sras

A B -

Figure 8. Expression des PRs5, PRs10 et des autre PRs de M. truncatula en réponse
au pathogéne P. omnivorum a Ohpi (contrdle, (A)), 72hpi (B) et 96 hpi (C). Les
données sont issues du MtGEA et traité grace au logiciel heatmaper. En vert les genes
sont induits, en rouge les génes sont réprimés et en noir les génes sont peut
variables. Chaque numéro en colonne de droite correspond a une sonde, voir tableau

S3 pour les correspondances sondes-numéro heatmap.
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8. Des PRs sont spécifiques réponse immunitaires

L’analyse comparative des données d’expressions entre les différentes conditions de
réponse immunitaire (figure 8 et figure S1 a S5 en annexe) indique que les PRs
exprimées au sein des racines non-traitées sont faiblement variables en nombre et peut
différentes avec 79% de PRs communément induites dans au moins deux expérience
en condition de racines sans traitements (voir tableau S4 en annexe). Ces résultats
permettent de dégager un groupe de PRs potentiellement impliqué dans I’immunité

basale racinaire.

L’analyse globale des PRs induites en conditions testes au sein des différents
traitements (figure 8 et figure S1 a S5 en annexe) révele que les profils de PRs
stimulés sont relativement proche entre les conditions. La figure 9 présente la
compraison des PRs communément et spécifiquement induites entre : d’une part le
méthyle de jasmonate (MeJA) et. P.omnivorum, le Mela etR.solanacearum, le
MelJaetA. eutriche, le MeJa et Macrophominasp (Figure 9a)et de I’autre partP.
omnivorumetA. eutriche,R. solanacearum etA. eutriche(figure 9b). Les résulats
indique la présence del9, 20, 11, 26, 12, 9 PRs communément induites de maniére
respective ente les différentes comparaisons. Ces observations indiquent la présence

de voies communes de réponse entre ces conditions.

Certaines PRs sont induites entre plusieurs pathogénes (exemple :Msa.2622.1.S1_at,
Mtr.12615.1.S1_at, Mtr.34114.1.S1 s _at, Mtr.51369.1.S1 at, Mtr.8763.1.S1_at),
alors que d’autre sont spécifique de certains (exemple : Mtr.17268.1.S1_at spécifique
deMacrophominaspet Mtr.15054.1.S1_at spécifique de R. solanacearum). L’ensemble
des résultats souligne la complexité de la régulation des PRs chez M. truncatulaau
cours de la réponse immunitaire, certain gene spécifique ou au contraire d’autre

commun entre plusieurs types de réponses immunitaires.
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Figure 9. L’analyse des PRs communément ou spécifiquement induites en condition
teste par rapport au contrdle pour différens traitements (a) : MeJA vs. P.omnivorum,
MeJa vs. R.solanacearum, MelJa vs.A. eutriche, MeJa vs.Macrophominasp.(b) : P.
omnivorumvsA. eutriche, et R. solanacearum vs A. eutriche. Les chiffres au milieu
indiquent le nombre des PRs communément induites entre les différentes conditions,

et les chiffres aux extrémités indiquent le nombre des PRs induites spécifiquement.
9. PlusieursPRssont induites au cours de la sénescence

Les travaux réalises par Guadguad et Saad en 2017 a révéler la présence de PRs
potentiellement induites au cours de la sénescence des nodosités en réponse au nitrate
(NO;J,)55 remettant en question la théorie historique de séparation de I’immunité et de
lasénescence au sein des nodosités®’. Notre travail de recherche ¢’est donc inséré dans

la continuité des résultatsprécédemment obtenues.
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Afin de valider les observations réalisées et d’identifier les PRs induites au cours de la
sénescence, leur expression a été analysée dans deux conditions de stimulation de ce
processus, 1I’une par traitement au nitrate (figure 10) et la seconde par traitement a la
phosphoénotricine (figure S6), un herbicide induisant une sénescence précoce des
nodosités. Les résultats de la figure 10 indiquent la présence d’un groupe de 11 PRs
(PR10, PR5) qui sont induites : Mtr.8763.1.S1 at, Msa.2622.1.S1 at,
Mtr.51369.1.S1_at, Mtr.10968.1.S1_at, Mtr.12615.1.S1_at, Mtr.6757.1.S1_at,
Mtr.32260.1.S1_at, Mtr.15053.1.S1 at, Mtr.42989.1.51 at, Mtr.34114.1.S51 s at et
Mtr.42529.1.S1 _at. Par ailleurs dans le cas d’un traitement a la phosphoenotricine, on
remarque 1’induction de plusieurs PRs (Figure S6). En comparons les résultats
obtenus entre la sénescence induites par les nitrates et celle par les phosphoenotricine,
on remarque que la quasi-totalité des PRs induites en réponse au NO3 sont également
stimulées en condition de traitement a 1’herbicide (toutes sauf Mtr.42529.1.S1_at). On
isole 9 PRs communément induites entre les deux types de sénescence. Ces résultats
confirme les observations précédemment réalisées et montre que les PRs peuvent étre
induites au cours de la sénescence. De plus le groupe des 9 génes communs

correspond a des protéines probablement impliquées dans la sénescence des nodosités.
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Figure 10. Expression des PRs5, PRs10 et des autresPRs de M. truncatulaau sein de
racines, Ohpi (A), de nodosités agées de 14 jours post inoculation (B) et de nodosités
traitées au nitrate (C). Les données sont issues du MtGEA et traité grace au logiciel
heatmaper. En vert les genes sont induits, en rouge les genes sont réprimes, en noir
les génes sont peut variables.Chaque numéro en colonne de droite correspond a une

sonde, voir tableau S3 pour les correspondances sondes-numéro heatmap.
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10. Une connexion entre I’'immunité et la sénescence ?

Dans le but de vérifier si les PRs induites au cours de la senescence pouvaient étre
stimulées au cours de la réponse immunitaire, nous avons comparé 1’expression du
groupe des 9PRs induites au cours de la sénescence (nitrate et phosphoenotricine) et
dans des conditions de réponse immunitaire. La figure 11 présente les niveaux
d’expression des génesen condition de sénescence induite par les nitrates et la
phosphoenotricine (Figure 11, A & B respectivement) et de M. truncatula en réponse
a R. solanacearum et P. omnivorum (Figure 11, C & D respectivement). Les résultats
montrent que plusieurs des PRs induites en condition de sénescence sont également
expriméesau cours de la réponse a 1’un ou les deux pathogénes. Ces résultats montres
la présence de voies communes stimulants les PRs au cours de la réponse immunitaire

ainsi qu’au cours de la senescence des nodosités.
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Figure 11. Expression relative des genes PRs au cours de la sénescence et de la
réponse immunitaire. Les graphes représentent la moyenne du signal d’hybridation
correspondant au niveau d’expression relative pour (A) : des nodosités traités ou non
au nitrate.(B) : Des nodosités non-traités ou 4 heures, 8 heures et 24 heures post
traitement a la phosphoenotricine. (C) : des racines non-traitées (0 hpi) ou apres 12 et
72 heures post inoculation avec le pathogenes R. solanacearum. (D) Des racines non-

traitées (0 hpi) ou aprés 72et 96 heures post inoculation avec le pathogenes P.
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omnivorum. Pour les graphes (C) et (D) I’erreur standard est représentée. Les données

sont issues de la base de donnés MtGEA.

11. Les PRs impliquées dans la symbiose

Au cours de nos analyses nous avons observé de maniére surprenante la présence d’un
groupe de PRs induites au sein de nodosités fixatrices d’azotes (figure 10). Afin
d’aller plus loin nous avons réalisé une étude plus poussée en observant I’expression
des PRs a différents temps d’inoculation de M. truncatula avec la souche
Sinorhizobiumsp. La figure 12 présente les résultats obtenus. On observe plusieurs
PRs qui sont stimulées au cours du processus symbiotique dés 4 jours post inoculation
(dpi). Ces résultats sont met pour la premiére fois en évidence le role potentiel de ces

protéines au cours de la symbiose entre les deux partenaires symbiotiques.

29



Partie I11. Résultats

A B C D E

Figure 12. Expression des PRs 5, PRs10 et d’autre PRs de M. truncatula sans inoculation
avec Sinorhizobiumsp (0 dpi (A)), a 4, 10, 14 et 28 jours post inoculation (dpi) (B, C, D et E
respectivement).Les données sont issues du MtGEA et traité grace au logiciel heatmaper. En
vert les génes sont induits, en rouge les genes sont réprimés, en noir les genes sont peut
variables.Chaque numéro en colonne de droite correspond a une sonde, voir tableau S3 pour
les correspondances sondes-numéro heatmap.
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Discussion

Au cours de notre travail nous nous sommes focalisé sur 1’é¢tude de la famille de genes
PRs chez la plante M. truncatula. Afin d’apporter une vue d’ensemble et compléte sur
cette famille plusieurs aspects ont été abordés: génomique, protéomique,
phyllogénétique et transcriptomique. De plus, le role des PRs au cours des interactions
M. truncatula-microorganismes a été analysés afin de comprendre la régulation de ces

genes clés de ’immunité au cours de la pathogénése et de la symbiose.
1. M. truncatula présente 8 classes de PRs

66 PRs ont été identifiées au sein du génome de M. truncatula, I’étude a montrer
qu’elles appartiennent aux classes des PR1, PR2, PR3, PR4, PR5, PR6, PR8, PR10 ou
a des PRs non-affiliées aux groupes décrit dans la littérature. Les PR 5 et 10 sont les
classes qui présentent le plus grand nombre de génes, ce qui souligne I’importance de
ces protéines chez cette plante. Plusieurs études ont montrées que les PR5/PR10 été
importantes au cours de la réponse des plantes au pathogéne®®. Dans le cas de la PR5
un effet antimicrobien est détecté®®, alors la PR10 semble jouer un rdle dans la
signalisation cellulaire immunitaire. Les PR1, PR2 ; PR3, PR4, PR6 et PR8 n’ont été
identifiées qu’en simple copie, néanmoins les analyses d’expression de ces
famillesreste a réaliser afin de déterminer leur role au cours de la réponse aux

microorganismes.
2. Des genes dispersés dans le génome avec plusieurs ancétres

L’analyse phyllogénétique des PRs a révélé un groupement des protéines en plusieurs
clusters pour les classes de PRS et PR10. A I’inverse les autres classes de PRs sont
majoritairement dispersées au sein de I’arbre. La présence de plusieurs clusters
indique qu’il n’existe pas un ancétre commun entre 1’ensemble des PRS5s et des PR10,
mais plutdt plusieurs ancétres qui se sont dupliqués et qui ont évolués donnant ainsi
les protéines identifiées. Ces résultats sont & mettre en corrélation avec la répartition
des genes au sein du génome de M. truncatula, les PRs indépendamment de leur
classe sont distribuées sur I’ensemble des chromosomes avec une préférence pour le
chromosome 8 dans le cas des PR5 et 10. Nous émettant I’hypothése que les PRS et
PR10 resulte de plusieurs ancétres localises sur un ou plusieurs chromosomes qui ont

donnés au cours de I’évolution I’ensemble des PRS et PR10 identifiés. De plus les
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PR5 semble étre associée a des régions génomiques soumises au phénomeéne de
transposition ou a la recombinaison, car pour cette classe une absence de corrélation
entre les clusters de I’arbre phyllogénétique et la localisation génomique des genes a
été observée, a I’inverse des PR10 dont les clusters regroupe majoritairement des

génes présent au sein d’un méme chromosome.
3. Plusieurs fonctions biochimiques associées aux classes identifiées

Afin de déterminer la fonction biochimique de chaque PRs nous avons cherché la
présence de domaines fonctionnels au sein des protéines. Sur les 66 génes, 38sont
desPRs de classe 5 caractérisées par le domaine GH64-TLP-SF regroupant les
glucides hydrolases, les Thaumatine et les ThaumatineLike. Ces domaines jouent un
role clé dans la défense de 1’hote contre les agents pathogénes® .16 génes codes des
PRs de classe 10 et présentent le domaine SRPBCC®.Un géne correspondant & la PR1
a été isolé, il possede le domaine SCP-PR1 Like utilisé comme marquer de résistance,
ce dernier s’accumule aprés infection et agit comme agent antifungiques. Les trois
classes de PR2, 3 et 4 présentes des domaines a activité chitinases ayant des propriétés
antimicrobiennes®®. Enfin une protéine non-classée a été identifiée comme possédant
deux domaines: HOX et PHD-PRHA-Li impliqués dans la régulation
transcriptionnelle des processus développementaux et dans la résistance aux
pathogenes respectivement. Ces resultats sont en corrélation avec les données
bibliographiques et montre une spécialisation biochimique des différentes classes,

mais ayant dans la majorité des cas des activités antimicrobiennes®.
4. Les PRs sont recrutées au cours de la réponse aux pathogénes

L’analyse de I’expression des PRs au cours de la réponse aux pathogenes et dans le
cas de I’activation de I'immunité par traitement éliciteur ou hormonale montre une
induction massive des PRs dans la majorité des cas étudiés. Ceci souligne le réle clé
de ces protéines au cours de I’interaction entre M. truncatula et les pathogenes. Ce
phénomene est observé chez plusieurs autres plantes telle qu’A. thaliana qui recrute

plusieurs PRs, telle que la PR1 afin de prévenir I’infection & Pseudomonas syringea®".
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5. La sénescence fait intervenir des PRs

Au cours de leurs travaux de recherche Guadguad et Saad>avait indiquées une
potentielle stimulation des PRs au cours de la sénescence, afin de validercette
observation nous avons analysés I’expression des PRs dans le cas de deux types de
sénescence, la premiere induite par 1’ajout d’une source organique d’azote, les nitrates
et la seconde par traitement a I’herbicide phosphoénotricine. De cette étude nous
avons dégagé 9 PRs induites au cours de la sénescence stimulée par les deux agents
susmentionnées. L’amplitude des variations d’expression entre les différentes PRsest
trés hétérogenes, mais une accumulation d’au moins un facteur deux est observée
entre la condition controle et la condition test indiquant une accumulation des
transcrits. Les variations d’amplitudes peuvent étre expliquées par i)la durée de vie
des transcrits/protéines qui change d’un géne a un autre, ainsi un transcrit/protéine
ayant une durée de vie long ne requiert pas une expression intense, ii) I’'importance du
géne dans les phonémes biologiques, un gene ayant un réle important sera de maniére

générale plus exprimé qu’un gene ayant une fonction ponctuel.

Le role des PRs induites au cours de la sénescence pourraient étre de supprimer le
bacteroid afin de faciliter sa dégradation au sein des cellules hétes. Ce phénomene est
observé chez les mutants NDIR (Nodule Defficient in ImmuntyRepression) identifiés
chez M. truncatula dont les bacteroids meurent précocement et 1’induction d’un

membre de la classe des PR10 est observée?.
6. La symbiose recrute des PRs

De maniére surprenante au cours de notre recherche nous avons pu observer
I’induction de plusieurs PR au cours du processus symbiotique. Ceci constitue la
premiére description de ce genre. Plusieurs hypothése pourrait expliquées ces
observations, I’une d’entre elles serait I’utilisation par M. truncatula des PRs afin de
contrdler les phénoménes d’infection au cours de la symbiose et cela dans le but
d’éviter une surinfection des tissus par les rhizoiba ou de bloquer des bactéries non

symbiotiquesessayant d’infecter les racines au cours de la symbiose. Plusieurs études
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ont montrés que les légumineuses peuvent sélectionner les symbiontes et éviter la

pénétration de bactérie non symbiotique par des mécanismes actuellement inconnus®.
7. La connexion SIS (symbiose-immunité-sénescence)

Plusieurs PRs identifiés comme induites au cours de la symbiose et de la sénescence
sont également stimulées au cours de la réponse aux pathogenes. C’est résultats
montrent que 1I’immunité est connectée a la sénescence, mais aussi a la symbiose via
au moins les PRs. Les relations établies entre I’immunité et la symbiose ont souvent
été considérés comme antagoniste avec la nécessité de supprimer I'immunité afin de
permettre la symbiose, mais nos observations sous-entendent qu’il y a aussi la
nécessité d’activer certain genes immunitaire pour permettre la mise en place de ce
phénomene.

Nous proposons un nouveau modele permettant d’expliquer les observations réalisées,
la Figure 13 présente la connexion que nous avons nommée SIS (Symbiose Immunité
Senescence). Il y’a ainsi au cours de I’interaction Medicago-Sinorhizobium la
nécessité de connecter les trois processus afin que 1’association soit compléte. Au
cours de la symbiose I'immunité est utilisée afin de contrdler I’infection des nodosités
et d’éviter ainsi une surinfection, au cours de la sénescence I’immunité est requise
pour faciliter la destruction des bacteroids qui sont par la suite recyclés,
I’interconnexion symbiose-sénescence permet I’optimisation de la fixation d’azote par
la suppression des bacteroids inefficaces. Une réponse immunitaire précoces tel
qu’observé chez les mutants NDIR conduit a la destruction des bacteroids avant leurs
maturations, 1’accomplissement de la symbiose permet la formation de bacteroids
différenciés et vivant, enfin lors de la sénescence les bactéroids défectu eux tel que
dans le cas des mutants de Sinorhizobium non-fixateurs d’azote ou lorsque la

sénescence est stimulée, une destruction des bacteroids différenciés a lieu (Figure 13).
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Immunité

Sénescence -« » Symbiose
Optimisation de la fixation d’azote

Figure 13. Triangle SIS (connexion Symbiose-Immunité-Senescence).Les trois
phénomeénes sont interconnecté au cours de ’interaction entre M. truncatula —
Sinorhizobiumsp. IM : bacteroid Indifférencier Mort, DV : bacteroid Différencier

Vivant, DM : bacteroid Différencier Mort
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Conclusion

Au cours de nos recherches nous avons caractérisé la famille des genes PRs chez M.
truncatula. Nos résultats montres que cette famille est largement présentent au sein du
génome de la plante et qu’elle joue un réle important dans la réponse immunitaire de
cette derni¢re. L’analyse d’expression des PRs a révéle la complexité des régulations
qui ont lieu et reste encore a expliquer. Plusieurs PRs sont impliquées au cours du
processus symbiotique entre Medicago Truncatula et son partenaire Sinorhizobium,
cela a différentes étapes de ’interaction. Nos travaux montrent de maniere claire qu’il
existe bien une relation triangulaire entre la symbiose, I’immunité et la sénescence au
cours de l’interaction symbiotique. Néanmoins le role précis des PRs reste encore a

étre déterminé.
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Annexe

Tableau S1. Principale caractéristiques physiques des protéines identifiées

Protéine Type Domaines

(Aa)

Fonction

Référence

Medtr1g021945.1
Medtr1g025420.1
Medtr1g025420.2
Medtr1g062390.1
Medtr1g062640.1
Medtr2g063150.1
Medtr2g063160.1
Medtr2g068030.1
Medtr2g068655.1
Medtr2g076010.1
Medtr3g068015.1
Medtr3g081550.1
Medtr3g111620.1
Medtr3g114030.1
Medtr4g063630.1
Medtr4g073720.1
Medtr4g073730.1
Medtr4g073730.2
Medtr5g010635

Medtr5g010640

Medtr5g022310.1
Medtr59022310.2
Medtr5g022350.1
Medtr5g022350.2
Medtr5g023850

Medtr5g059200

Medtr5g068670

Medtr6g009480

Medtr6g079580

Medtr79062610

Medtr7g076360

249
=28
267
244
154
256
114
254
309
227
249
115
250
237
252
344
290
326
241
236
300
256
316
223
224
282
132
272
240
245
172

PRO5

GHG64-TLP-SF

_ pathogenesis-related

thaumatin family protein

_ pathogenesis-likeprotein

Cette superfamille
regroupe des
glucosides hydrolases
de la famille (GH64),
plus

la thaumatine,et les

protéines de type

thaumatin-
likeproteins (TLP)
qui sont impliquées

dans la défense de
I'note

- 69
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http://www.medicagogenome.org/feature/Medtr3g114030.1
http://www.medicagogenome.org/feature/Medtr4g063630.1
http://www.medicagogenome.org/feature/Medtr4g073720.1
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http://www.medicagogenome.org/feature/Medtr4g073730.2
http://www.medicagogenome.org/feature/Medtr5g010635
http://www.medicagogenome.org/feature/Medtr5g010640
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Medtr1g030810.1 La Superfamille de
Medtr1g031640.1 | 147 SRPBCC est une|-70
Medtr2g435310.1 | 160 superfamille de
Medtr3g055120.1 | 156 domaine de liaison au | -71
Medtr3g055120.2 | 154 pathogenesis-related protein bet | ligand de START
Medtr3g055130.1 | 155 PR10 | V I family protein 0 -72

Medtr4g120760.1 | 160
Medtr4g120760.2 | 160
Medtr4g120940.1 | 120
Medtr4g120970 158
Medtr6g033450 158
Medtr8g045400 156
Medtr8g045490 156
Medtr8g045520 157
Medtr8g045560 156
Medtr8g045570 152
Medtr8g045640 156
Medtr8g045665 156
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Medtr2g076070.1 -pathogenesis-
Medtr2g076070.2 likeprotein

Medtr8g058350 -pathogenesis-
Medtr8g058700 likeprotein

Medtr2g034480.1 | 362 Glyco_hydro 17 Glycosyl hydrolases
family 17
une activité

hydrolytique
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Chitin_bind_1 -ChtBD1: Domaine
de liaison de
hévéine ou de

chitine de type 1

Medtr5g090250.2 | 70 PR6 | potato_inhibit Potato inhibitor |

family
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Tableau S2.Correspondance génes et sonde affymetrix

Le numérode ID gene ID probset classe de E-value Bit score
géene protéine
1 Medtr59022310.2 Msa.1526.1.51 at  PR5 662
0
2 Medtr8g045560.1 Msa.1635.1.S1_at PR10 1E-146 517
Medtr8g045640.1 1E-137 488
Medtr8g045665.1 1E-130 462
3 Medtr5g010640.1 Msa.2622.1.S1 at PR5 o8
0
4 Medtr8g045400.1 Mtr.10364.1.S1 at PR10 664
0
5 Medtr8g096900.1 Mtr.10968.1.S1_at PRO05 0 799
6 Medtr2g076070.1 Mtr.1214.1.S1_at 0 969
Medtr2g076070.2
7 Medtr2g435310.1 PR10 8,00E-59 226
Medtr4g120760.1 Mtr.12615.1.S1_at
1,00E-171 599
Medtr4g120760.2
1,00E-167 585
8 Medtr8g075510.1 Mtr.15053.1.S1_at PR5 1049
Medtr8g075510.2 0 718
9 Medtr8g075550.1 Mtr.15054.1.S1 _at PR5 1082
0
10 Medtr2g038000.1 Mtr.15743.1.S1 at 0 809
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18

19

20
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Medtr8g107140.1 Mtr.17268.1.S1_at PR5

Medtr6g079580.1

Medtr59022310.1 Mtr.17914.1.S1_at PR5

Medtr8g036215.1 Mtr.19129.1.S1 at PR5

Medtr8g037890.1
Medtr3g068015.1

Medtr8g056820.1

Medtr6g009480.1

Medtr7g076360.1

Medtr2g076010.1

Medtr2g076010.2

Medtr5g059200.1

Medtr2g068030.1

Medtr3g114030.1

Medtr4g120940.1

Medtr4g120970.1

Medtr6g033450.1

Medtr1g030810.1

Mtr.19465.1.51_.

Mtr.26405.1.S1_

Mtr.26632.1.S1 .

Mtr.28302.1.51_.

Mtr.32260.1.51_.

Mtr.33394.1.51_

Mtr.34114.1.51_

Mtr.36367.1.S1_

49

at PR5

at PR5

at PR5

at PR5

at PROS

at PROS

s _at PR10

at PR10

0.000000000000001

0.000000001

1E-174
0.000004

0

1E-161

4E-62

3,00E-41

1,00E-120

1E-167

1E-167

1,00E-177

1098

83.8

1019

63.9

611

52

1031

963

565

979

238

168

672

430

587

587

618
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Medtr4g063630.1 Mtr.37482.1.S1_at PRO05

Medtr4g120950.1 Mtr.37852.1.S1_at

Medtr8g045570.1 Mtr.38110.1.S1_at PR10

Medtr8g045490.1

Medtr8g045520.1 Mtr.40106.1.S1_s_atPR10

Medtr8g045555.1 Mtr.40109.1.S1_at

Medtr4g073730.1 Mtr.42529.1.S1_at PRO05

Medtr4g073730.2

Medtr2g068655.1 Mtr.42536.1.51_at PRO05

Medtr8g096920.1 Mtr.42775.1.S1_at PRO05

Medtr5g010635.1 Mtr.42989.1.S1_at PR5

Medtr3g055120.1 Mtr.43078.1.S1_s_at PR10

Medtr3g055120.2

Medtr3g055130.1

Medtr4g073720.1 Mtr.43370.1.S1_at PRO05

Medtr1g031640.1 Mtr.45999.1.S1_at PR10

50

1,00E-168

1E-175

2E-90

1E-129

1E-72

0.0000006

1,00E-158

591

613

749

Soil

460

272

1013

1063

795

759

858

813

54

557

854
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Tableau S3. Correspondance sonde-numéro sur figure heatmap

Sonde Numéro sur Heatmap
Msa.1526.1.S1_at 1
Msa.1635.1.S1 at 2
Msa.2622.1.S1_at 3
Mtr.10364.1.S1_at 4
Mtr.10968.1.S1_at 5
Mtr.1214.1.51_at 6
Mtr.12615.1.S1 at 7
Mtr.15053.1.S1 at 8
Mtr.15054.1.S1 at 9
Mtr.15743.1.S1 at 10
Mtr.17268.1.S1_at 11
Mtr.17914.1.S1 at 12
Mtr.19129.1.S1 at 13
Mtr.19465.1.S1_at 14
Mtr.26405.1.S1_at 15
Mtr.26632.1.S1_at 16
Mtr.28302.1.S1_at 17
Mtr.32260.1.S1_at 18
Mtr.33394.1.S1 at 19
Mtr.34114.1.S1 s at 20
Mtr.36367.1.S1 at 21
Mtr.37482.1.S1 at 22
Mtr.37852.1.S1 at 23
Mtr.38110.1.S1_at 24
Mtr.40106.1.S1 s _at 25
Mtr.40109.1.S1 at 26
Mtr.42529.1.S1 at 27
Mtr.42536.1.S1_at 28
Mtr.42775.1.S1_at 29
Mtr.42989.1.S1 at 30
Mtr.43078.1.S1_s _at 31
Mtr.43370.1.S1_at 32
Mtr.45999.1.S1 at 33
Mtr.49138.1.S1_at 34
Mtr.51369.1.S1 at 35
Mtr.6757.1.S1_at 36
Mtr.8763.1.51_at 37
Mtr.9391.1.51_at 38
Mtr.9418.1.51_s_at 39
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Tableau S4.PRs induite dans des racines non traitées (controles). E1 : P. omnivorum,
E2: condition symbiotique, E3: A. eutriches, E4: R. solanacearum et E5:
Macrophominasp.

Expériences

PRs induites

El Mtr.42989.1.S1 at

E2 Mtr.51369.1.51_at/Mtr.9391.1.51_at

E3 Mtr.37852.1.51_at/Mtr.42536.1.51_at/Mtr.6757.1.S1_at
E4 Mtr.26405.1.51_at

E4 Vs. E5 Mtr.1214.1.51_at/Mtr.15053.1.51_at

E3 Vs. E4 Mtr.19129.1.51_at/Mtr.32260.1.51_at/Mtr.37482.1.51_at
E2 Vs. E3 Mtr.43078.1.51_s_at

E2 Vs. E3 Vs. E5 Mtr.40109.1.51_at

E2 Vs.E3 Vs. E4 Msa.1526.1.51_at/Mtr.37482.1.51_at/Mtr.40106.1.51_s_at
E1Vs.E2Vs. E3 Mtr.19465.1.51_at/Mtr.28302.1.S1_at/Mtr.43370.1.51_at
E3 Vs. E4 Vs. E5 Mtr.26632.1.51_at

E1Vs. E3 Vs. E5 Mtr.42529.1.51_at/Mtr.45999.1.51_at

E2 Vs. E4 Vs. E5 Mtr.42775.1.51_at

E1Vs.E2Vs. E3 Vs. ES5 Msa.1635.1.51_at/Mtr.10364.1.51_at/Mtr.15054.1.5S1_at/Mtr.36367.1.51_at/Mtr.38110.1.51_at
E1Vs.E2Vs. E3 Vs. E4 Mtr.15743.1.51_at/Mtr.17268.1.51_at/Mtr.33394.1.51_at
E1Vs.E2Vs.E3Vs. E4Vs. E5 | Mtr.9418.1.51_s_at
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Figure S1. Expression des PRs5, PRs10 et des autre PRsau sein de racines M.
truncatula en réponse au pathogene A. eutriche a Ohpi (contréle ; A), 24hpi (B). Les
données sont issues du MtGEA et traité grace au logiciel heatmaper. En vert les genes
sont induits, en rouge les génes sont réprimés, en noir les génes sont peut
variables.Chaque numéro en colonne de droite correspond a une sonde, voir tableau

S3 pour les correspondances.
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Figure S2. Expression des PRs5, PRs10 et des autre PRsau sein de racines M.
truncatula en réponse au pathogene R. solanacearum a Ohpi (contréle, A), 12hpi (B)
et 72hpi (C). Les données sont issues du MtGEA et traité grace au logiciel heatmaper.
En vert les genes sont induits, en rouge les génes sont réprimés, en noir les genes
sont peut variables.Chaque numéro en colonne de droite correspond a une sonde,

voir tableau S3 pour les correspondances.
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Figure S3. Expression des PRs 5, PRs 10 et des autre PRsau sein de racines M.
truncatula en réponse au pathogene Macrophominasp a Ohpi (contréle,A), 24hpi (B),
36hpi (C) et 48 hpi (D). Les données sont issues du MtGEA et traité grace au logiciel
heatmaper. En vert les génes sont induits, en rouge les génes sont réprimeés, en noir
les génes sont peut variables. Chague numeéro en colonne de droite correspond a une

sonde, voir tableau S3 pour les correspondances.
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Figure S4. Expression des PRs 5, PRs 10 et des autre PRsde cellules géantes de M.
truncatula en réponse a un traitement aux extrait de levure a 2 heures (B) (Vs.
Contréle 2 heures, (A)) et 24 heures (D) (Vs. Controle 24 heures (C)). Les données
sont issues du MtGEA et traité grace au logiciel heatmaper. En vert les génes sont
induits, en rouge les genes sont réprimés, en noir les génes sont peut
variables.Chaque numéro en colonne de droite correspond a une sonde, voir tableau S3 pour

les correspondances.
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Figure S5. Expression des PRs5, PRs10 et des autre PRsde cellules géantes de M.
truncatula en réponse a un traitement au méthyle de jasmonate a 2 heures (B) (Vs.
Controle 2 heures, (A)) et 24 heures (D) (Vs. Controle 24 heures, (C)). Les données
sont issues du MtGEA et traité grace au logiciel heatmaper. En vert les genes sont
induits, en rouge les genes sont réprimés, en noir les génes sont peut
variables.Chaque numéro en colonne de droite correspond a une sonde, voir tableau

S3 pour les correspondances.
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Figure S6. Expression des PRs5, PRs10 et des autre PRsau sein de nodosités traité
avec de la phosphoéntricine a 0 heure (contréle, (A)), 4 heures (B), 8 heures (C) et 24
heures (D). Les données sont issues du MtGEA et traité grace au logiciel heatmaper.
En vert les genes sont induits, en rouge les génes sont réprimés, en noir les genes
sont peut variables. Chague numéro en colonne de droite correspond a une sonde,
voir tableau S3 pour les correspondances.
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Résumé

En condition de carence en azote Medicago truncatula a la capacité d’établir une interaction
symbiotique avec la bactérie du sol fixatrice d’azote Sinorhizobium medicae. Au cours de
cette association un nouvel organe racinaire est formé, la nodosité fixatrice d’azote, cette
derniere est infectée de maniere massive et chronique par les bactéries sans qu’aucune
réponse immunitaire soit enclenchée. Nos recherches ont portées sur 1’étude d’une famille de
genes les Pathogenesis Related protein (PRs) et leur implication au cours des interactions
Medicago-microorganismes, dont la symbiose et la sénescence. Des approches d'analyses de
génomiques, protéomique, transcriptomique et phylogénétique ont été réalisée. Nous résultats
montre que cette famille de génes comporte 66 membres répartie essentiellement entre les
PR5 et PR10. Dérivant de plusieurs ancétre, ces genes sont induit de maniére différentielle en
réponse au pathogéne, au cours de la symbiose et au cours de la sénescence des nodosités
(processus de destruction). Nos résultats constitues la premiére description de cette famille et
souligne I’importance de ces génes au cours des interactions avec les microorganismes. De
plus certain PRs semble jouait un réle important au cours de la symbiose et de la sénescence.
Notre travail montre de maniére claire que la sénescence fait intervenir des phénomenes immunitaires.

Mots clés :
Medicago truncatula, sénescence, immunité, symbiose, rhizobia, Pathogenesis Related

protein.
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Abstract

In nitrogen deficiency,Medicagotruncatula has the ability to establish a symbiotic interaction
with a nitrogen-fixing soil,Sinorhizobiummedicae bacterium. During this association a new
root organ is formed, the nitrogen fixing nodule, this new organ is infected in a massive and
chronic way by the bacteria without any immune response triggered. Our research is focused
on the study of a gene family Pathogenesis Related Protein (PRs) and their involvement
during interactions Medicago-microorganisms, including symbiosis. Genomics, proteomic,
transcriptomic and phyllogenetic analysis approaches have been carried out. Our results show
that this gene family has 66 members and is essentially distributed between PR5 and PR10.
Deriving from several ancestors, these genes are differentially induced in response to the
pathogen, during symbiosis and during the senescence of nodules (destruction process). Our
results constitute the first description of this family and underline the importance of these
genes during interactions with microorganisms. Moreover, some PRs seem to play an
important role during symbiosis and senescence. Our work clearly shows that senescence
involves immune phenomena.

Keywords :

Medicago truncatula, senencence, immunity, symbiosis, rhizobia, Pathogenesis Related
protein.
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