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Introduction

La croissance des plantes dépend de la disponibilité des éléments minéraux dans le sol
et notamment de la quantité d’azote sous forme assimilable. L azote est 1'un des éléments les
plus abondants, constituant prés de 80 % de I’atmosphére ou il est présent sous forme de
diazote gazeux (N2), chimiquement trés stable et inutilisable par la plupart des organismes
vivants. Les formes utilisables d’azote sont assez rares dans la biosphére, notamment dans les

systemes agricoles (Maathuis, 2009).

Certaines plantes, en particulier celles appartenant a la famille des légumineuses, ont
tiré bénéfice de la fixation biologique de l'azote atmosphérique, en mettant en place des
interactions symbiotiques avec des bactéries diazotrophes appartenant aux o- et p-
protéobactéries, collectivement appelées rhizobia (Sprent et al., 2013).

L’interaction symbiotique conduit au développement d’un nouvel organe généralement
au niveau des racines, « le nodule », au sein duquel les bactéries se différencient en
bactéroides capables de fixer I’azote atmosphérique, grace a leur activité nitrogénase, et le
transférer a la plante sous une forme combinée assimilable. En contrepartie, la plante fournit
les élements nutritifs assurant le développement de la bactérie. Grace a leur capacité a établir
des symbioses avec des bactéries fixatrices d’azote, les légumineuses participent a la
revégeétalisation des écosystemes pauvres en azote, en s’établissant comme flore pionniére.
Elles constituent par ailleurs une source d’alimentation extrémement importante aussi bien

pour I’homme que pour ’animal (Azani et al., 2017).

L’interaction symbiotique entre ces deux partenaires ne se fait pas au hasard mais elle
repose sur un réseau complexe de boucle de régulation. En effet la symbiose est caractérisée
par un systeme de régulation, harmonieux et reproductible, rendu possible grace a des
signaux chimiques interne qu’on appelle hormones végétales ou phytohormones (Foo et al.,
2019). Les chapitres du présent manuscrit ont pour objectif de comprendre les mécanismes
permettant & des micro-organismes fixateurs d’azote d’interférer avec des programmes
développementaux endogenes de la plante chez les légumineuses, et de comprendre la mise en
place de ce systéeme de régulation permettant la fixation biologique de 1’azote. Une attention

particuliére a été portée a la description de ce systéme symbiotique.
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Le travail est divisé en trois chapitres : Le premier chapitre comprend une présentation
desconnaissances générales sur les deux partenaires. Dans le second chapitre on a décrit les
interactions symbiotiques entre ces deux partenaires, 1’organogenése des nodosités et le
meécanisme enzymatique de la fixation biologique de I’azote. Finalement, dans le troisiéme
chapitre, nous avons portés une attention particuliere sur le réle des phytohormones dans la
régulation de la symbiose légumineuse-rhizobia.
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symbiotiques
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I. Symbiose fixatrice de I’azote

L’azote (N) est 'un des principaux ¢léments chimiques limitant la croissance des
plantes. La plupart des plantes ne peuvent bénéficier de 1’azote que sous forme minérale,
c¢’est-a-dire sous forme de nitrates (NO3"), ou d’ion ammonium (NH4"), ce qui peut se réaliser
par deux voies : la voie industrielle par le procédé Haber-Bosch, il s’agit d’un procédé
chimique servant a la synthése de I'ammoniac (NHs) par hydrogénation du diazote (N2)
gazeux atmosphérique par le dihydrogéne (Hz) gazeux en présence d'un catalyseur (Smil, V.
2002), ou par la voie biologique qui présents dans le sol en quantité variable. Pourtant, la plus
grande réserve d’azote est I’atmospheére, qui contient plus de 78% d’azote sous forme de N2

(Maathuis, 2009).

Au cours de I’évolution, certains organismes procaryotes ont acquis la faculté
biologique de fixer I’azote atmosphérique. Cette capacité, appelée diazotrophie, nécessite
chez le procaryote la présence d’une enzyme dite nitrogénase, qui transforme le N2 en NHs.
Ces organismes peuvent fixer 1’azote a 1’état libre. Lorsque des associations sont
réciproquement profitables, elles sont appelées symbioses fixatrices d’azote. Ce type de
symbiose semble étre apparu dans un contexte de sols carencés en azote (Sprent and James,
2007).

Parmi ces symbioses, la plus répandue dans le régne végétal (20% des plantes sont
concernées) est I'interaction symbiotique entre des plantes de la famille des légumineuses
(pois, haricot, soja, arachide, tréfle, luzerne, etc.), et des bactéries fixatrices d’azote réunies
sous le nom de rhizobia. Cette symbiose est apparue il y a 60 millions d’années, (Sprent and
James, 2007). Lors de la symbiose légumineuse-rhizobium, les bactéries interagissent
généralement avec les racines des plantes laissant apparaitre un organe racinaire particulier :
la nodosité (Figure 1). Cet organe, dont 1’organogénése est induite par la présence des
rhizobia, est une interface d’échange entre les deux partenaires. Les bactéries pénétrent dans
la nodosité, et y réalisent la fixation de 1’azote, tandis que la plante les pourvoie en carbone

(Sprent et al., 2013 ; Mendes et Raaijmakers, 2015).
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A) Trifolium repens ave«

Rhizobium trifoh Bradyrivzobium japor

Figure 1 : Photographies des racines de plantes portant des nodules

II. Légumineuses

I1.1 Taxonomie

Les légumineuses sont des végétaux regroupés dans la famille des Fabacées
(Fabaceae), I’ordre des Fabales, de la classe des Dicotyledoneae et de la sous classe des
Rosideae. Les légumineuses se classent au troisieme rang dans la famille des angiospermes,
apres les Asteraceae et les Orchidacea (Doyle and Luckow, 2003). Représentées par 770
genres et pres de 20 000 especes, les légumineuses se subdivisent en six sous-familles (Azani
et al., 2017). Les Papilionoideae (Figure 2) représentent la sous famille la plus diversifiée
(Figure 3), comprenant 478 genres et environ 14 000 espéces tropicales et tempérées. A
I’exception du genre Parasponia de la famille des Ulmaceae, toutes les plantes aptes a établir
des symbioses fixatrices d’azote avec des bactéries du sol de type rhizobium appartiennent a
la superfamille des Fabaceae. Les espéces tropicales (Phaseoloides), de la tribue des
Phaseoleae, comprennent les genres : Cajanus (pois cajan), Glycine (soja), Phaseolus et
Vigna (haricot). Les espéces tempérées (Galegoides) comprennent plusieurs tribu dont (i)
Vicieae, constitué des genres : Lens (lentille), Vicia (vesce), Pisum (pois) ; (ii) Trifolieae :
Medicago (luzerne), Melilotus (mélilot), Trifolium (tréfle) ; (iii) Cicereae : Cicer (pois chiche)
et (iv) Loteae : Lotus (lotier) (Young et al., 2003). Les Papilionoideae sont principalement

des herbacées et plus rarement des arbres et des arbustes, particulierement adaptées aux
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conditions méditerranéennes. Les Mimosoideae (77 genres et 3 000 especes) et les
Caesalpinioideae (171 genres et 3 000 espéces) se composent essentiellement d’arbres et
d’arbustes des régions tropicales et subtropicales (Azani et al., 2017).

Genus Representative
Caesalpm:mdeae( Cassia Senna
Acacia Gum arabic
Mimosoideae
Lupinus Lupins
Arachis Ground nut
¢ Phaseolus  Common bean
Papilionoideae __r'[: _;" Vigna Mungbean
2 Glycine Soybean
VS Cajanus Pigaon pea
& Meliotus Sweet clover
Ei Trifolium  Clover
5 Medicago Barrel medic
_E 5 Pisum Garden pea
jL Vicia Broad bean
= l: 3-, Sesbania Black locust
3 Lotus Lotus japonicus

Figure 2 : Phylogenie des trois grandes sous familles de légumineuses (Udvardi et al. 2005).

I1.2.Intérét des legumineuses

Les légumineuses ont un role essentiel sur le plan économique. L’ONU a nommé
I’année 2016 par « année internationale des légumineuses » afin de sensibiliser le monde de
leur intérét sur le plan nutritionnel, ainsi qu’écologique en faveur d’un maintien d’une
agriculture durable et d’une biodiversité face au changement climatique. A la lumiére de leur
capacité a fixer ’azote atmosphérique, en association avec des rhizobia, les légumineuses

constituent une grande source de protéines. Elles assurent aussi un maintien durable de la

5
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fertilité des sols et de I’équilibre des écosystemes. Elles servent de plantes pionniéres et
initiatrices de succession écologique pour revégétaliser les sols trés pauvres et dégradés, elles
sont utilisées également comme engrais vert azotés qui pourront étre utilisés par d'autres

plantesnon symbiotiques (Graham et Vance, 2003).

D) Detarioideae: Goniorrhachis marginata E) Dialioideae: Poeppigia procera F) Papilionoideae: Phaseolus vulgaris

Figure 3 : Photographies illustrant la diversité des sous familles de légumineuses.

I1l. Partenaire bactérien

Les rhizobia sont des bactéries de rhizosphére capables d’établir des symbioses
fixatrices d’azote avec des légumineuses et de favoriser leur croissance dans les sols pauvres
en azote (Sprent, 2009). Ainsi, les rhizobia sont utilisés comme engrais biologiques et en tant

qu’inoculant dans I'agriculture depuis plus d’un siécle (Van Kessel et Hartley, 2000).

L’introduction de la taxonomie numérique et I’analyse moléculaire de séquences
multiloci (MLSA) de génes de ménage tels que I’ADNr 16S, ont permis de distinguer des
nouveaux genres et de décrire de nouvelles espéces parmi les Rhizobium, et de réviser la
phylogénie desRhizobiaceae (Mousavi et al., 2015). Sur la base du séquengage de I’ADNr
16S (Lindstrém et al., 2015), plus de 20 genres et 200 espéces sont actuellement définis,

répartis dans les classes « et 8 des Protéobactéries (Figure 4).
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Xanthomonas
Pseudomonas

Ralstonia )
Phyllobacterium

Mesorhizobium (loti)

Cupriavidus (taiwanensis) Devosia

Agrobacterium

Shinella

Sinorhizobium (meliloti, medicae) [NGR234)
Rhizobium (leguminosarum, etli) [tropici]

Ochrobactrum
Brucella

Burkholderia (phymatum)

Bordetella
Bartonella

Azorhizobium (caulinodans)
Neissena

Cavlobacter Methylobacterium (nodulans)

Ricketisia Rhodopseudomonas  geatyrhizobium (japonicum, BTAi1, ORS278)

Figure 4. Arbre phylogénétique simplifié basé sur ’analyse de séquences de ’ADNr16S d’a

et B protéobactéries (Masson-Boivin et al., 2009).

I11. 1. Caractéristiques

Tous les rhizobia caractérisés sont des bactéries a Gram-négatives, non sporulantes et
généralement mobiles constituent les symbiotes prédominantes de la plupart des espéces de
Iégumineuses. On distingue deux formes chez les Rhizobia. Une forme batonnets réguliers de
1,2 a 3 um de longueur sur 0,5 a 0,9 um de large, pourvus d’un flagelle polaire, et une forme
bactéroide a I’intérieur des nodules. Ces bactéries possédent, contrairement aux autres
microorganismes fixateurs de I’azote, une tres haute spécificité d’hdte. Ainsi, chaque espéce
de rhizobia s’associe plus ou moins spécifiquement avec une espéce de légumineuse. Elles
n’acquierent en général leur capacité a fixer I’azote atmosphérique qu’au sein des nodules sur

les racines ou les tiges des légumineuses (Czernic et al., 2015).
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| .Dialogue moléculaire et signalisation symbiotique

Les rhizobia vivent dans la rhizosphere sous une forme libre et ne peuvent pas fixer
l'azote que lors de la mise en place de l'associations symbiotiques avec des plantes hotes

compatibles, en formant des organes spécifiques: les nodules (Patriarca et al., 2004).

Les nodules formés sont le résultat d'un dialogue moléculaire entre le rhizobium et la
plante ho6te, de nombreux signaux moléculaires spécifiques sont échangés tout au long de la
formation de la nodosité, nécessaire a la reconnaissance mutuelle entre la plante et ses
symbiontes (Figure 5) (Oldroyd, 2013).

La plante hote sécrete dans le sol des composés de diverses natures tels que des
glucides, des acides organiques, et différents derivés phénoliques qui peuvent induire des
changements sur le microbiote du sol. Parmi les composés sécrétés, des flavonoides (flavone,
chalcone, isoflavonoides,...) peuvent étre percus par les rhizobia qui sont alors attirés par
chimiotactisme vers les racines (Perret et al., 2000) (Figure 5). Il existe un spectre d’hote
pourchaque rhizobium conditionné par la nature de I’exsudat racinaire sécrété par la plante
(Peix et al., 2015).

Légumineuse

Genes Nod { 1AF

f
Z f

Rhizobium on 7/ \}
I

Figure 5 : dialogue moléculaire rhizobium-légumineuse (Gough et Cullimore, 2011).
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| .1. Flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires de nature aromatiques exsudés par
les racines de la plante dans la rhizosphere (Figure 5). Ce sont les principaux signaux émis
par la plante hote et percus par les rhizobiums dans le sol (Taylor et Grotewold, 2005 ;
Gibson et al., 2008), induisant I’expression des génes de nodulation chez le rhizobium
(Zhang et al., 2009).

Chaque plante excrete un mélange de différents flavonoides (Cooper, 2004 ; Perret et
al., 2000) dont les isoflavonoides qui sont spécifiques des légumineuses (Brencic et Winans,
2005). Les flavonoides excrétés par la plante vont étre liés a un récepteur de la bactérie,
NodD, et permettent tout d’abord I’attraction par chimiotactisme des bactéries vers la racine.
D’autre part, ’activation du récepteur NodD va induire ’expression des opérons de
nodulation nod, nol et noe (Perret et al., 2000). L’expression de ces génes va alors permettre
la synthese et la sécrétion de lipochitooligosaccharides (LCO) communément appelés facteurs
Nod ou FN.

Il .Spécificité de la symbiose

L’association symbiotique est généralement trés spécifique. Chaque espéece
bactérienne possede un spectre d’hote bien défini, souvent limité. La reconnaissance est
spécifique, la composition de I’exsudat définissant un spectre d’héte pour chaque rhizobium.
Ainsi, certaines souches bactériennes pourront interagir avec plusieurs centaines d’espéces de
légumineuse (ex : Rhizobium sp NGR 234 (Pueppke et Broughton, 1999)) tandis que
d’autres, telle que Sinorhizobium meliloti, présenteront un spectre plus étroit (Figure 6)
(Doyle, 1998).

Dans certains cas, la spécificité symbiotique peut conduire a la formation de nodules
infectés mais incapable de fixer 1’azote atmosphérique. C’est ce qu’on appelle I’efficience
symbiotique, définie comme 1’aptitude d’une souche particuliere & produire un nodule actif,
donc fixateur d'azote (Pueppke et Broughton, 1999). En 2015, une liste de plus de 160

especes de rhizobia, ainsi que leurs hotes, ont été recensées par Peix et al. (2015).
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Figure 6 : Comparaison des phylogénies moléculaires bactériennes et des légumineuses
(Doyle, 1998).

La phylogénie bactérienne (a gauche) est basée sur les séquences génétiques de I'ARNr 16S et montre trois
groupes trés distincts de bactéries impliquées dans la symbiose fixatrice d'azote avec les légumineuses. Les
lignées des bactéries non symbiotiques sont indiquées par des cases, avec un représentant indiqué entre
parenthéses pour les lignées étroitement liées aux groupes symbiotiques. A droite, les relations phylogénétiques
sont presentées pour certains genres de légumineuses nodulés par des bactéries présentes sur I'arbre bactérien.
Les fleches relient les symbiotes bactériens a leurs hotes.

I11. Processus de nodulation des légumineuses

La nodulation est considérée comme la premiere caractéristique de l'association
symbiotique. Les nodules formés sont le résultat d'un dialogue moléculaire entre le rhizobium
et la plante hote (Remigi et al., 2016), Le processus de formation d’un nodule fonctionnel

peut étre divisé en trois étapes :

Etape 1 : Reconnaissance entre la plante et la bactérie

La premiére étape du processus de nodulation consiste en un échange de signaux qui
permet le démarrage de 1’étape de Iinfection. Durant cette étape, les bactéries
commencent par s’approcher des racines grace au chimiotactisme activé par la sécrétion de

flavonoides par les racines de la plante hote, induisant I’expression des geénes nod chez
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la bactérie. Ces génes nod controlent les différentes étapes de 1’établissement de la symbiose a
travers les facteurs Nod (NFs). La reconnaissance des FNs est réalisée par ’intermédiaire de
récepteurs kinases ser/thrde type LysM-RLK, localisés au niveau de la membrane plasmique
des cellules de I'épiderme racinaire. La liaison des FNs au domaine LysM extracellulaire du
récepteur induit une signalisation calcium-dépendante permettant la transduction du signal de
la membrane jusqu’au noyau. Une fois ces NFs émis et reconnus par les récepteurs des
facteurs Nods , ils induisent chez la plante, différentes modifications (morphologiques,
physiologiques et moléculaires) poursuivis par I’induction de genes spécifiques (Madsen et
al., 2003).

Etape 2 : Infection et développement du nodule

Suite aux modifications induites par FNs et I’induction de génes spécifiques, I’infection
bactérienne débute par une déformation du poil absorbant en une structure courbée dite «
crosse de berger » (Gage, 2004; Suzaki et al., 2015) (Figure 8). Cette courbure, liee a une
réorientation isotopique de la croissance du poil absorbant, emprisonne dans une poche les
bactéries qui se multiplient et dégradent localement la paroi végétale. Les bactéries
progressent ensuite dans le poil absorbant, en se divisant, via un cordon d’infection formé par
invagination de la membrane plasmique. La progression des bactéries au sein des cordons est
assurée par la synthese bactérienne d’exopolysaccharides (EPS) et le remodelage de la paroi
vegétale (Liu et al., 2019). Au stade final de I’infection, les bactéries sont délivrées dans les
cellules du cortex par endocytose. Les bactéries sont ainsi separées du cytoplasme de la
cellule végétale par une membrane dite peribactéroidienne, d’origine végétale. La structure
ainsi formée est appelée le symbiosome au sein duquel la bactérie se différencie en

bactéroide.

A I’intérieur du symbiosome, les rhizobia subissent des changements morphologiques et
métaboliques, aboutissant a une différenciation en bactéroides (Figure 7). Le maintien de ces
bactéroides est influencé par des peptides du type NCRs (Nodules-specific Cystein-Rich). Ce
sont des peptides de défense extrémement abondants dans les nodules de certaines
Iégumineuses pouvant avoir un role positif ou négatif sur la vie intracellulaire des bactéroides.

(Van de Velde et al., 2010; Czernic et al., 2015). Fait intéressant, une méme souche
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bactérienne peut développer des bactéroides sphériques ou allongés selon la plante héte.

Figure 7 : Photographies de bactéroides (Bradyrhizobium sp. ORS285) prises au
microscope confocal (Peix et al., 2015).

Les photographies A) et B) ont été prises avec un microscope confocal, avec un marquage a la GFP
(Green Fluorescent Protein) pour mettre en évidence les bactéroides (en vert) et un marquage bleu qui
est spécifique aux parois intercellulaires. Les photographies C) et D) proviennent d’un microscope

électronique a balayage (MEB).

Etape 3 : Formation du primordium nodositaire

Parallelement a la progression de I’infection, I’organogenese nodulaire se met en place
en réponse aux FNs, les cellules du péricycle et corticales situées sous le cordon d’infection

vont se dédifférencier puis se multiplier pour former un primordium nodositaire (Vernié et

al., 2015).

Les premiéres divisions actives debutent environ 24h aprés I’infection. Le primordium
nodulaire est formé 18 a 24h apres infection. Les bactéries seront libérées, depuis le cordon

d’infection, dans les cellules du primordium nodulaire environ 3 jours aprés infection. Enfin,
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80h aprés infection, le méristeme nodositaire est formé a partir des cellules primordiales des

cortex médian et externe non infectées par les cordons d’infection.

Les bactéroides sont le siege du processus de la fixation biologique de I’azote
atmosphérique,elle est optimale entre 4 et 5 semaines apres l'infection (Figure 8B) (Xiao et al.,
2014).

A
(1)
(2) (3) (5)
Cytoplasmic dense resgion
rhizobial-free zone
Infection foci
Rhizobia or pocket Infection threads (IT)
TipotIT
(t Symbiosome|
Epldermia md |
(roothaireells) | . I s
= .} =S
sortical | ; l e
et
Nuclel
Cytoplasmic bridge Cortical cell division
(Pre-infection thread, PIT)
(4)

Infection bactérienne

Reconnaissance Formation lnvasion,
cordon d’infection pénétration

Poil absorbant

Cordon d’infection

Primordium nodositaire

10 hpi 2 jpi 3-4 jpi

Dédifférenciation Méristeme Primordium

Figure 8 : Infection bactérienne et formation du primordium nodositaire (Suzaki et al., 2015).

A :(1) L’attachement des bactéries au niveau du poil absorbant et I’accumulation de FNs induits la déformation du
poil absorbant suivant une structure dite « en crosse de berger » (2) les bactéries emprisonnées dans la crosse

dégradent localement la paroi végétale et pénétre dans le poil absorbant par invagination de la membrane
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plasmique. (3) Elongation du cordon d’infection (IT). (4) Paralléelement & I’invasion bactérienne, dans les
cellules corticales, un pont cytoplasmique ou cordon de pré-infection (PIT) est formé pour guider 1’élongation.
(5) Les bactéries sont libérées dans les cellules du primordium nodositaire par endocytose.
B : La formation de la crosse de berger s’effectue dans les 10 heures suivant la reconnaissance bactérienne. Puis,
la formation du cordon d’infection, 2 jours post-infection (jpi), va permettre aux bactéries de progresser
jusqu’aux cellules corticales nouvellement divisées (Co). A 4 jpi, les bactéries sont délivrées dans les cellules

végétales.

I1.1.Types de nodules

Les nodules se développent typiquement le long des racines latérales fines. En général,
elles sont réparties en deux groupes en fonction de leurs caractéristiques développementales
non-homogeéne arrivé a maturité, peut étre de deux types différents : déterminé et indéterminé
(Figure 9) (Gage, 2004).

Comme pour le processus d’infection, ce phénomeéne est sous la dépendance de la
plante hote (Tableau I). Ainsi une méme bactérie peut induire la formation des deux types de

nodule en fonction de la legumineuse infectée.

» Les nodules de types déterminés sont initiés a partir du cortex externe dont la persistance
du méristeme est trés ephémere et la croissance en longueur du nodule est limitée. Ce
processus se traduit par une forme sphérique et un état de différenciation identique pour toutes

les cellules.

» Les nodules indéterminés sont formés a partir du cortex interne et ont un méristéme apical
persistant qui produit en continue de nouvelles cellules, ce qui se traduit par des nodules de
forme allongée et organisés en zones histologiquement différentes (Hirsch, 1992). Ainsi le

nodule est divisé en quartes zones distinctes (Figure 9).

La forme et la structure du nodule sont corrélées a I’origine taxonomique de la plante
hote. Ainsi la morphologie des bactéroides differe en fonction des légumineuses infectées et

du type de nodosités développées (Sprent, 2007).

14



Chapitre 11 Interaction Iégumineuse-rhizobium

Zone |

(1S,

2 - sty
Faisceaux LA
wvasculaires ]

Endoderme Zone 1l

o

» Interzone 1I1/111

Zone Il

x
Parenchyme = ‘

bactéroides 3

Cylindre
central

L3 ©
\ &
&
9 s
.\

Zone 1V

) 4
I @ Racine
N

Figure 9: Types de nodules chez les Légumineuses. A droite nodule de type indéterminé ;et

a gauche nodule de type déterminé (Hirsch, 1992).

La zone 1, dite zone méristématique, la zone 2, dite zone d’infection, la zone 3, dite zone de fixation, la zone 4,
dite zone de sénescence.

Tableau I: Caractéristiques des nodosités déterminées et indéterminées (Sprent, 2007).

Nodosité indéterminée Nodosité déterminée

Site des 1*" évenement de | Cortex racinaire interne Cortex racinaire externe
division cellulaire
Type du méristeme Meéristeme persistant Pas de méristeme persistant
Forme normal de la Cylindrique Sphérique
nodosité
Cordon d'infection Large Etroit
Cellules infectées Hautement vacuolé Peu vacuolé

Forme du bactéroide

Région géographique de
la plante

Exemples

Large, ramifié faible viabilité,
un par symbiosome

Région tempérée

Medicago, Trefles, Pois.....

Normal, haute viabilité,
plusieurs par symbiosome

Région tropicale/subtropicale

Soja, Feve, Lotier
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II1.2.Génetique de nodulation

Lors des étapes précoces de la symbiose, les substances émises par la légumineuse
induisent chez les rhizobia, I’activation ou la répression de I’expression des geénes de
nodulation (appelés nod, noe et nol) via les protéines NodD synthétisées par les génes nodD.
Les produits de ces genes de nodulation sont impliqués dans la synthese des Facteurs Nod
(FNs), molécules signal pour la plante (Moulin et al., 2001).

111 .2. 1. Facteurs Nod

Les Facteurs Nod (FNs) sont constitués d'un squelette d'oligosaccharide formé d’une
chaine de 3 a 5 molécules de N-acetyl-D-glucosamine et de groupements d’acides gras ajoutés
aux différents sucres non-réducteurs du squelette (Lerouge et al., 1990). Suivant les
especes, le squelette est ensuite décoré par différentes modifications post-traductionnelles
(acétylation, méthylation ou glycosylation) (Bonaldi et al., 2010). Cette variabilité dans la
structure des FNs participe également au spectre d’hote de I’interaction (Downie et al., 2014;
Zipfel et Oldroyd, 2017). La reconnaissance des FNs par la plante sera ensuite essentielle
pour induire les modifications cellulaires indispensables aux étapes d’infection et

d’organogenése de la nodosité (Figure 10) (Suzaki et al., 2015).

Facteurs ™Nod

Figure 10 : Voie de signalisation par facteur nod (Dénarié et al., 1996).
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111 .2.2. Génes Nod

Les génes nod codent pour des enzymes de la voie de biosynthése des facteurs Nod et

peuvent étre classés en trois groupes :

- Les génes nod régulateurs, comprenant notamment le géne nodD (parfois en plusieurs
copies dans le génome des rhizobiums), et codent pour des protéines qui, en présence de
signaux sécrétés par la plante (flavonoides), activent 1’expression des autres génes nod dits
génes nod communs. Les genes nodD codant pour des récepteurs spécifiques de signaux de
la plante constituent un premier niveau de controle de la spécificité d’hote (Dénarié et al.,
1996).

- Les genes nod communs (nodABC), appelés aussi genes structuraux sont présents en copie
unique (sauf exception) et sont impliqués dans la synthése et la sécrétion de signaux
symbiotiques bactériens extracellulaires, les facteurs Nod. Ces genes sont présents chez
presque tous les rhizobiums (Dénarié et al., 1996), y compris les S-protéobactéries. Ces
genes nodABC jouent un r6le absolument essentiel dans la formation des nodosités.
L’exception est I’absence des genes nod communs dans le génome des souches de
Bradyrhizobium sp. ORS 278 et BTAil, symbiotes fixateurs d’azote de certaines espéces
d’Aeschynomene ; cette symbiose, ne faisant apparemment pas intervenir de facteurs Nod,

est appelée Nod-indépendante (Perret et al., 2000).

- Les génes nod spécifiques : sont responsables des substitutions qui s’opérent sur le
squelette de base du facteur Nod. lls conferent des ornementations variables aux facteurs

Nod et jouent donc directement un role dans la spécificité (Perret et al., 2000).

IV .Fixation biologique de I'azote

IV. 1. Généralités

La fixation symbiotique de I’azote est catalysée par un complexe enzymatique appelé
complexe nitrogénase qui coupe la triple liaison de 1’azote atmosphérique (N2) afin de le

transformer en azote ammoniacal (NH4"), qui nécessite 16 molécules de ATP pour la
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réduction d’une molécule de N2, selon la réaction suivante :

N2+ 8H" +8 ¢ + 16ATP ——— > 2NH?3 + H2 +16ADP + 16Pi

IV. 2. Nitrogénase

La nitrogénase a €té mise en évidence uniquement chez des procaryotes. Elle est tres
conservée chez les bactéries fixatrices d’azote tant au niveau de sa séquence que de sa
structure (Figure 11). Elle est constituée de deux métalloprotéines : 1'une contenant du fer et
I’autre contenant du fer et du molybdene. L’azote atmosphérique est réduit par la nitrogénase
en présence de nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) et de ferrédoxine qui

assurent les transferts d’électrons (Yamamoto et al., 2008).

La nitrogénase catalyse la réduction d’analogues stériques de I’azote, comme I’acétyléne.

Structurellement, le systeme de fixation d’azote varie selon les différents genres bactériens.

nifH
nIfF Fe protein
ni e .
f E MgADP J
- Py
[4Fe-4S) oy :
G2 P-cl :®
-C usl?v %
_'..‘ FeMo-co
g3 N, 2NH,
. —
nifk |
& — MoFe protein
nifD |

Figure 11 : Structure de la nitrogénase (Yamamoto et al., 2008).

IVV.2.1.Dinitrogénase (protéine MoFe)

La dinitrogénase est un hétéro-tétramere composé de deux sous-unités non identiques

a2P2 codées par nifD et nifK. Les protéines o (NifD) et B (NifK) ont un poids moléculaire de
18
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59 et 54 kDa respectivement. La dinitrogénase est composée du cofacteur MoFe contenant du
fer (Figure 11), du molybdene et du soufre, qui est le site d’attachement et de réduction du
substrat, ainsi qu’un centre P composé de fer et de soufre qui regoit I’électron transféré
directement de la dinitrogénase réductase (NifH ou protéine-Fe) (Figure 12) (Yamamoto et
al., 2008).

IV .2.2. Dinitrogénase reductase

La dinitrogénase réductase est un homo-dimere de 64 KDa. Codée par le gene nifH, elle
contient un centre d’oxydoréduction (4Fe-4S) (Figurell). La protéine-Fe joue un rdle dans le
transfert d’électrons a la dinitrogénase, nécessaire a la réduction du substrat (N2) (Figure 12)

(Yamamoto et al., 2008).

IV. 3. Génétique de la réduction d’azote

La synthese et la régulation de I’enzyme responsable de la fixation d’azote (la
nitrogénase) sont codées par de nombreux genes, appelés nif et fix (Tableau II), la plupart

étant localisés en opéron.

- Les geénes nif, les plus importants, sont les genes nifH, nifD et nifK. Le gene nifH code
pour la dinitrogénase réductase (homodimere-Fer) alors que les genes nifD et nifK codent

pour les sous-unités a et B de la dinitrogénase réductase (Mylona et al., 1995).

- Les génes fix sont des genes essentiels a la fixation d’azote mais ne sont présents, que
chez les fixateurs symbiotiques lls représentent des fonctions tres difféerentes, comme par
exemple les genes impliqués dans le développement et le métabolisme des nodules et peuvent

également jouer un réle dans des processus autres que la symbiose (Fischer, 1994).

La régulation et I’expression des genes nif et fix sont soumis & une régulation trés
complexe via une véritable cascade de régulations entre la détection du stimulus extérieur et
la régulation des genes de fixation, notamment par I’intermédiaire du geéne régulateur nifA. IIs
sont retrouvés en un seul exemplaire dans le génome sauf le gene nifH qui se trouve en
plusieurs copies chez certaines especes. Par exemple, Rhizobium etli possede trois copies de
nifH (Silva et al., 2003).
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Tableau II: Genes nif et fix identifiés chez S. meliloti, et leur fonction connue ou

proposée (Fischer, 1994).

Géne _ |Produit et/ou fonction (proposée)

Genes nif

nifH Protéine Fe de la nitrogénase

nifo Sous-unité a de la protéine MoFe de la nitrogénase

nifk Sous-unité f de la protéine MoFe de la nitrogénase

nifg Impliqué dans la biosynthése du cofacteur FeMo

nifN Impliqué dans la biosynthése du cofacteur FeMo

nif8 Impliqué dans la biosynthése du cofacteur FeMo

nifs Cystéine désulfurase, activation du soufre pour la synthése du métallocluster?
nifw Fonction inconnue, requis pour l'activité de la protéine FeMo
nifx Fonction inconnue

nifA Régulateur positif des génes nif, fix et additionnels

Génes fix

fixABCX |Requis pour |'activité de la nitrogénase, sans doute lors de la chaine de transport d’électron, FixX
présente des similarités avec les ferrédoxines
fixNOQP |Induit par microanaérobiose, Cytochrome oxidase membranaire, impliqué dans la respiration

fixGHIS |Pompe cationique rédox-dépendante membranaire

fixLJ Systéme régulatoire 3 deux composantes répondant a I'oxygéne impliqué dans le contrdle positif de
\fixJ et nifA
fixM Flavoprotéine oxydoréductase

fixK/fixKz |Régulateur positif des génes fixNOQP, rpoN et la respiration nitrate, et négatif de nifA et fixk
fixT Protéine antikinase

IV .4. Protection de la nitrogenase

Le fonctionnement de la nitrogénase dépend du métabolisme respiratoire nodulaire et de
la concentration intra-nodulaire en Oz. L’approvisionnement des nodosités en Oz doit étre
suffisamment important pour soutenir une activité respiratoire intense. La nitrogénase est un
complexe enzymatique trés sensible a I’oxygéne, qui est rapidement inactivé dans un
environnement aérobie. La nodosité lui confére une niche protectrice grace a la présence
d’une protéine végétale, la leghémoglobine (Figure 13). Cependant, la concentration en O>
des cellules infectées des nodosités doit étre maintenue a un niveau tres bas pour éviter

I’inactivation irréversible de la nitrogénase (Oldroyd et al., 2011).

La leghémoglobine est une protéine pigmentée de couleur rose fonceé ayant pour role

de delivrer de I’oxygene aux bactéroides. Elle a pour rdle de fixer 'oxygéne gazeux rejeté
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par la photosynthése, qui inhiberait I’action de la nitrogénase, tout en assurant
I’approvisionnement des bactéroides en oxygene. La leghémoglobine est synthétisée
uniquement dans les cellules infectées ou elle piege I’oxygéne qui inhibe la nitrogénase mais
favorise également fourniture de I’oxygeéne aux bactéroides. Cette protéine possede une forte
affinité pour 1’02 et permet de faciliter la diffusion de ’oxygeéne vers les mitochondries afin

d’alimenter la chaine de transfert d’¢lectrons (Suty, 2015).

D’autres facteurs comme la température, le pH et ’humidité du sol agissent sur le

fonctionnement de la nitrogénase.

IV. 5. Mécanisme moléculaire de la fixation biologique de I’azote

A partir du moment ou les nodules sont mis en place et efficients, la fixation d’azote
commence. L'enzyme nitrogenase catalyse la rupture réductrice de la triple liaison de N2 pour

générer ’lammoniac NHz accompagnée d'une réduction des protons en Hx(Suty, 2015).

Puisque la nitrogénase catalyse une réaction colteuse en énergie, les diazotrophes ont
développe une série de mécanismes pour réguler de maniére trés serrée l'expression et
I'activité de cette enzyme (Ott et al., 2005).

L’azote atmosphérique est réduit par la nitrogénase en présence de nicotinamideadénine
dinucléotide phosphate (NADPH) et de ferrédoxine qui assurent les transferts d’électrons
(Figure 12). Cette réaction est trés couteuse en énergie (fournie par 16 molécules d’ATP) et
produit de I’hydrogéne moléculaire, émis sous forme gazeuse. L’énergie requise pour
convertir ’azote atmosphérique en azote ammoniacal est de I’ordre de 960 KJ par mol de N2
fixé (Oldroyd et al., 2011). Le processus de fixation symbiotique de 1’azote se déroule comme
suit : les carboxyhydrates issus de la photosynthése sont transportés par le phloeme et
transférés dans les cellules corticales des racines ou ils sont métabolises en malate et en
succinate utilisables par les rhizobactéries ; ces derniéres transforment I’azote N2 en NH4™", qui
sera transporté parle xyléme et que la plante utilisera pour la synthése des protéines et d’autres
molécules azotés. Comme la nitrogénase est inhibée d’une maniére irréversible par I’Oz, la
nodosité possede unenvironnement microoxique avec une concentration d’O2 de moins de

1 uM au sein des cellules fixatrices, (Figure 13) (Oldroyd et al., 2011). Deux éléments, en
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particulier, participent & la mise en place de cet environnement. D’une part, la présence d’une
barriére a 1’02, présente dans le cortex, qui limite la diffusion des gaz extérieurs comme 'Oz
a l'intérieur de la nodosité. Cette barriére dediffusion a 1’0 est faite d’un épithélium avec
une forte densité cellulaire et dont les espaces intercellulaires sont obstrués par des sécrétions
de glycoprotéines. D’autre part, la présence en grande quantité (jusqu’a 40% de la fraction
protéique soluble totale d’une nodosité mature) d’une protéine végétale de la famille des
hémoglobines : la leghémoglobine. Cette protéine posséde une forte affinité pour 1’02 et
permet de faciliter la diffusion de ’oxygéne vers les mitochondries pour alimenter la chaine

de transfert d’¢lectrons (Ott et al., 2005).
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Figure 12 : Représentation schématique du cycle d’activation de la nitrogénase (Yamamoto
etal., 2008).
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Figure 13 : Schéma simplifié du métabolisme symbiotique au sein des cellules de la nodosité

fixatrice d’azote (Oldroyd et al., 2011).

PEP: Phosphoénolpyruvate.
PEPc: Phosphoénolpyruvate carboxylase.

LegHG: Leghémoglobine.
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Chapitre 111 Phytohormones et régulation de la symbiose légumineuse-rhizobia

L. Systéme hormonal chez les plantes
I. 1. Définition

Les hormones végétales ou phytohormones, sont des composés organiques synthétises
par la plante, qui & de trés faibles concentrations, ont une action sur le métabolisme et le
développement généralement dans des tissus différents du lieu de production. Ils sont
impliqués dans les communications intercellulaires. Chez les plantes, neuf familles
différentes de phytohormones ont été identifiées et caractérisées (Figure 14), issues de
différentes voies de biosynthese et chacune participe a des roles différents(Tableau IIT), dans
chaque phase du développement de la plante (Umehara et al., 2008).

A o B M/\%‘\ c
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Auxines Cytokinines Ethyléne
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Hl)/"
COOM
acide salicylique acide fasmonique woW Brassinolide
Salicylates Jasmonates Brassinostéroides

Figure 14 : Structures chimiques générales des neuf familles d’hormones végétales
(Ruegger et al., 1998).

Le nom de chaque molécule est précisé en italique, le nom de la famille hormonale en gras.
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I. 2. Importance du systéme hormonal chez les plantes

Les hormones végetales jouent un réle fondamental dans la communication entreles
différentes parties de la plante, et influencent 1’ensemble des processus physiologiques de
croissance, de différentiation et de développement des plantes (Tableau III) et leur conférent
la capacité d’adaptation aux variations des conditions de leur environnement.

Les phytohormones contrdlent et coordonnent aussi bien I’apparition que la croissance
et la différentiation des organes nouvellement formés, interviennent pour modifier
I'expression de génes lors de processus d'organogenése par I’action combinée de plusieurs
phytohormones dites de croissance dont ’auxine, les cytokinines, les gibbérellines et les
brassinostéroides mais aussi, elles jouent un role central dans l'activation des voies de
signalisation impliquées dans la réponse aux stress biotiques et abiotiques, comme 1’acide
abscissique, 1’acide jasmonique, 1’éthyléne ou encore I’acide salycilique (Umehara et al.,
2008).

I. 3. Perception des phytohormones chez la plante

Les récepteurs des phytohormones peuvent étre divisés en deux catégories. D une part,
on distingue les récepteurs transmembranaires pour les CKs, ET, BRs. CKs et 'ET sont
percus par des récepteurs a domaine histidine kinase (respectivement nommés CRE et ETR)
(Inoue et al., 2001). Les BRs sont percues par des LRR-RLK ( Hirakawa et al., 2017).
D’autre part, des récepteurs hydrosolubles sont retrouvés pour les 1AAs, ABA, GAs, JAs,
SAs et SLs (Ruegger et al., 1998).

La transduction du signal des phytohormones implique une reconnaissance moléculaire
et une interaction physique entre ces hormones et leurs récepteurs. La perception spécifique
ou non qui induira la cascade de transduction du signal intracellulaire par phosphorylation du
récepteur ou formation d’un complexe avec un co-récepteur, pour induire la transcription des
différents genes responsable a terme de la mise en place d’une réponse efficace (Haruta et
Sussman, 2017).
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Tableau III: Les phytohormones et leurs roles chez la plante

Phytohormones

Réle majeur dans la plante

Famille des auxines
(A1A)

- Permet la croissance cellulaire et différenciation tissulaire (xylémienne)
- Stimule I'activité mitotique cambiale

- Controle la croissance des bourgeons axillaires et la dominance apicale
- Retarde I’abscission des feuilles

- Phototropisme et gravitropisme

- Allonge la racine et de la tige par auxése

- Active la rhizogenése

- Détermine la dominance apicale

- Permet le développement des fleurs et des fruits

Acide abscissique
(ABA)

- Gere le stress hydrique en contrélant I'ouverture stomatique
- Contribue a la chute des feuilles

- Détermine la dormance de la graine

- Inhibe la levée de dormance

Acide jasmonique

- Est mise en jeu lors de réactions de défense et de stress

Gibbérellines(GA)

(JA) - Permet le développement du pollen
- Favorise la sénescence
Ethyléne (ET) - Active la floraison
- Déclenche I'abscission foliaire
- Controle la maturation et le développement des fruits
Famille des - Favorise la croissance cellulaire

- Détermine I'allongement par déboitement des entre-nceuds de la tige
- Permet parfois la levée de dormance

- Intervient lors de la germination des graines

- Active la montaison qui déclenche la mise a fleur

Famille des
Cytokinines(CK)

- Active les divisions et la croissance cellulaires

- Stimule la néoformation des bourgeons latéraux
- Retarde la sénescence des feuilles

- Permet le débourrement des bourgeons

Famille des
Brassinostéroides(BR)

- Stimule I'élongation des organes caulinaires (tiges et feuilles)
- Participe a la division cellulaire avec I'auxine

- Intervient dans la sénescence

- Favorise la floraison

Acide salicylique
(SA)

- Participe aux processus de résistance systémique acquise
- Intervient dans la thermogeneése

Les strigolactones
(SLs)

-contrélent le développement des graines et leur germination
-inhibent le développement des bourgeons axillaires et la ramification
des parties aériennes
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| .4. Phytohormones et leurs biosyntheses

l. 4.1. Auxines

L’acide indole-3acétique (AIA) (Figure 14A) est la forme active d’auxines la plus
communément trouvée et étudiée chez les plantes, mais d’autres formes comme I’acide
indole-3-butyrique, I’acide 4-chloroindole-3-acétique ou I’acide phénylacétique sont
également retrouvées (Sauer et al., 2013).

La synthése de I’ AIA fait intervenir le tryptophane en tant que précurseur (Figure 15),
il existe plusieurs voies de synthése impliquant I’action successive des enzymes. La voie de
I’acide indole-3-pyruvic (IPyA) par [P’action de deux enzymes, une tryptophane
aminotransferase, et une flavine mono-oxygénase, semble étre la voie principalement utilisée
par les plantes pour la biosynthése d’AlIA, (Zhao, 2012). La voie de I’indole3- acetaldoxime
(1Aox) quant a elle requiert ’action d’enzymes cytochromes P450monooxygénases, CYP79B
2 et 3, et permet également de produire de I’auxine par la voie de 1’indole-3-acétamide
(IAM). Enfin, il existe une voie de biosynthese « tryptophane indépendant », médiée
principalement par une indole synthase cytosolique, mais I’ensemble des enzymes

impliguées dans ces derniéres voies n’ont pas encore été caractérisées (Wang et al., 2015).
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Figure 15 : Voie de Biosynthese de I’auxine (Zhao, 2012).
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I. 4.2. Cytokinines

Les cytokinines (CKs) (figure 14 B) sont des dérivés isoprénylés de 1’adénine. Dansle
poil racinaire, la perception des NFs par la plante implique I’interaction des protéines
HMGR1 et NORK, ce qui mene a la synthése des cytokinines (Figure 16) (Kudo et al.,
2010). La biosynthése des CKs est issue de I’isoprénylation d’une molécule d’ATP, ADP ou
AMP par le diméthylallylpyrophosphate (DMAPP), médiée par une isopentényle- transférase
(IPT) pour donner une CK type iP (Kakimoto, 2001). L’intermédiaire réactionnel formé peut
également étre hydroxylé par une cytokinine trans-hydroxylase dela famille de cytochromes
P450 mono-oxygénases, pour donner par la suite des CKs type Z (transzéatine (tZ) ou
dihydrozéatine (DHZ)) (Takei et al., 2004). Les CKSs ribo-phosphatéessont ensuite converties
en CKs actives libres via I’enzyme Lonely Guy (LOG) (Kurakawa et al., 2007). Il existe
également une voie de biosynthése alternative des CKs, issue de I’isoprénylation d’ARN de
transfert (Vreman et al., 1972). De la méme maniere que les AlAs, les CKs peuvent étre
conjuguées avec des sucres, pour désactiver les CKs actives et les stocker, mais egalement

pour les transporter a longue distance ( Kudo et al., 2010).
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Figure 16 : Intervention du complexe protéique HMGR1-NORK dans la synthése de CK
(Kudo et al., 2010).
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I. 4.3. Ethyléne

L’éthyléne (ET) est I’hormone la plus simple et la plus petit des alcénes, composee
uniquement de deux atomes de carbone et quatre d’hydrogéne (Figure 14C). Cependant, sa
biosynthése par les plantes est réalisée par un processus enzymatique complexe. La
méthionine est le principal précurseur de biosynthése de I’éthylene (Figure 17), il est
métabolisé en S-adénosylmethionine (SAM) par la SAM synthétase, qui est a son tour
métabolisée en acide 1-aminocyclopropane-1- carboxylique (ACC) par I’ACC synthase
(ACS), en libérant une molécule de 5methylthioadenosine. L’ACC sera quant a lui converti
par I’ACC oxydase (ACO) en éthyléne. Il existe également d’autres voies de biosynthese de

I’éthyléne, exploitées principalement par des micro-organismes (Fukuda et al., 1993).
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Figure 17 : Synthése d’Ethyléne (Fukuda et al., 1993).
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L.4.4. Gibbérellines (GASs)

Les GAs sont des acides diterpénoides tetracycliques (Figure 14D), synthétisés a partir
de I’ent-kaurene, lui-méme synthétisé a partir de DMAPP a travers la voie des terpénoides, a
I’aide de terpéne synthase. L’ent-kaurene est converti en GA12 par I’action successive de
deux cytochromes P450 mono-oxygénases. La conversion du GA12 en GAs
physiologiquement actifs est régulée par I’action successive de di-oxygénases 2- oxoglutarate
dépendantes, principalement la GA200x responsable de la production de 19C-GAs, et GA30x
introduisant la 3Bhydroxylation rendant les gibbérellines physiologiquement actives
(Yamaguchi, 2008). De plus, les GAs peuvent étre conjugués avec des sucres,
(Oglycosylation), par estérification ou méthylation, pour la désactivation et le transport de

ces hormones (Varbanova et al., 2007).

1.4.5. Strigolactones

Les strigolactones (SLs) (Figure 14E), sont dérivées du métabolisme des caroténoides.
Leur biosynthése débute par 1’isomérisation du B-caroténe qui est clivé par la Carotenoid
Cleavage Dioxygenase 7 (CCD7), puis est pris en charge par CCD8 pour donner de la
carlactone. Cette derniére sera ensuite oxydée par un cytochrome P450 mono-oxygenase, puis
enfin méthylée et oxydée (Seto et Yamaguchi, 2014). 1l existe une certaine diversité de SLs,
définie par les différentes méthylations et hydroxylations de la molécule, la stéréochimie du

cycle C, ou de la structure non canonique prise par les cycles A, B et C (Burger et al., 2020).

1.4.6 Acide abscissique

L’Acide abscissique (ABA) est une hormone isoprénoique (Figure 14F) qui est
produite a partir de la zeaxanthine, issue de la biosynthése des caroténoides (Figure 18).
Celle-ci est métabolisée en époxyde, qui est clivée par une dioxygenase, libérant ainsi la
xanthoxine. Cette derniere est transformée par des enzymes specifique (par
déshydrogenation, puis oxydation) en ABA (Kushiro et al., 2004). L’ABA peut étre ensuite
hydroxylé sur trois positions différentes, permettant subséquentiellement I’inactivation de
I’hormone (Nambara et Marion-Poll, 2005). 1l peut également étre conjugué et former un

glucosyl-ester, pour étre inactivé et stocké (Waters et al., 2017).
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Figure 18 : Biosynthése de I’acide abscissique (Kushiro et al., 2004).

1.4.7 Acide salicylique

La biosynthese d’acide salicylique (SA) (Figure 14G) est issue de I’acide shikimique
puis de I’acide chorismique (Figure 19). Deux voies de biosynthése découlent de ce
précurseur, la voie de I’iso-chorismate ou celle de la phenylalanine ammonia-lyase. Ces deux
voies aboutissent a la biosynthese du SA libre, qui peut, comme la plupart des autres
hormones, étre conjugué avec un acide aminé ou par glycosylation, méthylation, pour étre

inactivé, transporté ou stockeé (Dempsey et al., 2011).
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Figure 19 : Biosynthese de I’acide salicylique (SA) (Dempsey et al., 2011).
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1.4.8. Acide jasmonique

L’acide jasmonique (JA) est un cyclopentanone (Figure 14H) dérivé de I’acide o-
linoleique, la biosynthese de JA se fait par la voie des octadecanoides, par ’action successive
des enzymes et les métabolites intermédiaires qui sont indiques en tant que LOX2
(lipoxygenase 2), AOS (allene oxide synthase), AOC (allene oxide cyclase), et OPR3
(12oxophytodienoate réductase 3) , 13-HPOT (acide 13S-hydroperoxy-9Z,11E,15Z-
octadecatrienoique), 12,13-EOT (acide 12,13-epoxyoctadecatrienoique), OPDA (acide 12-
oxophytodienoique), JA (jasmonate), JA-lle (jasmonoyl-isoleucine), JA-ACC (acide
jasmonoyl-1-amino-1-cyclopropane carboxylique), et MeJA (méthyl jasmonate) (Figure 20).
Le précurseur subit finalement trois cycles de R-oxydation (Delker et al., 2006). La
conjugaison du JA avec l’isoleucine est alors nécessaire pour produire la structure
physiologiquement active de JA chez la plante (Fonseca et al., 2009), mais le JA peut
également former un metylesther ou étre décarboxylé pour former des espéces volatiles. 1l
peut étre hydroxylé ou carboxylé pour inactiver I’hormone ou encore étre O-glycosylé
(Koo et Howe, 2012).
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Figure 20: Biosynthése de acide jasmonique (JA) (Delker et al., 2006).
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1..4.9. Brassinostéroides

Les Brassinostéroides (BRs) sont des stéroides poly-hydroxylés (Figure 141),
présentant une grande variété de stéreo-isomeres et de chaines latérales (Bajguz, 2007).
Toutefois, leur biosynthese suit une voie commune, impliquant la réduction du campestérol
jusqu’a l’obtention du campestanol (Figure 21). Deux voies divergent ensuite, faisant
intervenir des hydroxylations, épimérisations et oxydations successives (Clouse, 2011).Les
BRs possedent de nombreux sites de conjugaison, permettant la méthylation, épimérisation,
estérification ou glycosylation pour permettre leur inactivation et probablement leur transport
a travers la plante (Ohnishi et al., 2006)

Brassinosteroid Biosynthesis of stexoids

Campesterol

Brassinosteroid
biosynthesis

Figure 21 : Biosynthese de Brassinostéroide (BR) (Clouse, 2011).

I1. Régulation des interactions légumineuses-Rhizobia

Les phytohormones sont des molécules végétales endogenes influant sur la plante, ce
sont les acteurs clé des programmes développementaux. Chez les légumineuses, ces
molécules sont indispensables a la formation et a la régulation de la nodosité symbiotique, et
leur influence sur les deux types d’organes racinaires (racine latérale et nodosité) peut étre
différente. Ces éléments tendent a soutenir 1’hypothése selon laquelle la reconnaissance des
FNs par la plante sera ensuite essentielle pour induire les modifications cellulaires
indispensables aux étapes d’infection et d’organogenése de la nodosité impliquerait les voies
hormonales, et donc que les LCOs pourraient interagir avec les voieshormonales (Suzaki et
al., 2015).
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La régulation et la signalisation hormonale de la plante ne peuvent pas étre étudiéessans
tenir compte de I’influence des micro-organismes (Figure 26). Les rhizobactéries favorisant
la croissance des plantes peuvent produire des phytohormones, principalementde 1’auxine,
des CKs, des GAs ou encore de I’éthylene via des ACC déaminases. Enfin, ces
phytohormones agissent fréquemment de fagon additive antagoniste (Figure 25), ou en

synergie sur divers stades de la symbiose (Glick, 2005 ; Gupta et al., 2017).

Il. 1. Auxines

La phytohormone auxine (Acide Indole Acétique, AlA) est indispensable a lasymbiose
Iégumineuses-Rhizobia, a différents niveaux. En tant que régulateur clé du développement

des organes racinaires (Spaepen et al., 2007).

L’AIA joue un role important dans le développement de la nodosité (Mathesius, 2008).
En premier lieu, il a été montré que les rhizobia étaient capables de produire de I’auxine, et
que cet apport d’auxine exogene pouvait contribuer a la formation des nodosités (Spaepen et
al., 2007). La production d’AIA par le symbionte peut étre induite par des flavonoides
produits par la plante, également impliqués dans la synthése de facteurs Nod (Theunis et al.,
2004). Par ailleurs, il a été montré que des applications d’AIA sur des plantes non-
légumineuses peuvent induire la formation de structures ressemblant a des nodosités
(Rightmyer et Long, 2011).

Outre ce mécanisme, la formation des nodosités est également dépendante de 1’auxine
endogene, et particulierement de son transport polarisé dans la plante. Il a été déemontré chez
Trifolium repens que les rhizobia induisent une modification du transport d’auxine de la
racine, et provoquent une accumulation locale d’auxine en amont de la zone d’application des
rhizobia. Cependant, une application locale d’inoculum de rhizobium provoque une altération
locale du gradient d’auxine, observable par le profil d’expression du gene rapporteur
(Mathesius et al., 1998). Par ailleurs, il a été montré que I’application d’inhibiteurs du
transport polaire de I’auxine, tels le NPA (Naphtylphthalamic Acid), peut induire la formation
de structures ressemblant a des nodosités, et I’activation de génes symbiotiques identifié
comme impliqué dans la formation du systeme vasculaire du nodule et dans les échanges de
nutriments entre la plante et les bactéries (Rightmyer et Long, 2011), (Godiard et al.,
2011).
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Pour finir, la construction sensible a ’auxine a été utilisée pour étudier la réponse a
I’auxine au cours du développement de la nodosité : il a été démontré que I’auxine
s’accumulait seulement lors de la prolifération des cellules corticales, corroborant ainsi le role

de 'auxine au cours des divisions cellulaires de la nodosité (Figure 22) (Suzaki et al., 2012).
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Figure 22: Voies de signalisation de ’auxine. Adapté de (Kieffer et al., 2010).

Il. 2. Cytokinines

Les cytokinines (CK) sont 1’un des principaux régulateurs de la symbiose légumineuse-
rhizobia, sont des hormones dont le r6le sur le développement racinaire est globalement
inhibiteur, tandis qu’elles sont requises pour le développement de la nodosité (Figure 23)
(Fukaki et Tasaka, 2009).

Chez M. truncatula, le géne MtCRE1, codant pour un récepteur des CK, a été décrit
comme requis afin d’intégrer des signaux rhizobiens dans le processus d’infection
nodulaire, il a été démontré grace a des approches génétiques basées sur I’étude de mutants
liés aux hormones que le mutant Mtcrel répondait légérement moins que le génotype

sauvage aux facteurs Nod. En plus, les plantes portant une construction RNAI
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(knockdown) de MtCRE1 montrent un blocage partiel des infections dans les poils absorbants
racinaires, ainsi qu’une importante réduction des divisions corticales associéesa la formation

de la nodosité (Gonzalez-Rizzo et al., 2006).

De plus, les CK induisent chez M. truncatula plusieurs génes symbiotiques tels que les genes
codant pour des facteurs de transcription NSP2, NIN, et ERN1. Il a été constaté que certaines
formes de CK peuvent étre produites par les rhizobia, montrant que les bactéries peuvent
stimuler la voie de régulation positive des CK chez la plante, afin de stimuler I’infection, il
est possible aussi que les rhizobia aient recruté cette capacité de produire des molécules
similaires aux cytokinines afin de participer dans la voie de signalisation en réponse aux
facteurs Nod (Rival et al., 2012).
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Figure 23 : Rdle des cytokinines dans le processus d’infection et de nodulation (Rival et
al., 2012).

I1. 2. 1. Interaction entre I'auxine et les cytokinines

L'auxine et les cytokinines sont connues pour agir en interaction dans de nombreux

processus, ainsi pour la formation de racine latérale.

Les CK ont globalement un rble négatif : elles inhibent la production de la protéine
PIN1, permettant le transport actif de 1’auxine. En revanche, elles sont décrites pour
stimuler les divisions corticales lors du développement de la nodosité (Figure 24) (Plet et

al., 2011). Un des effets des cytokinines est de permettre la cytokinése c'est-a-dire la
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formation d’une paroi transversale assurant la séparation de deux cellules filles. C’est en
raison de cette action spécifique sur cette phase de la division cellulaire que le nom de
cytokinine a été donné a ces hormones. Il faut également remarquer que dans les conditions
des essais biologiques les cytokinines seules sont sans action sur la division cellulaire mais
qu’elles ne peuvent agir qu’en présence d’auxine (Rival et al., 2012). En ce qui
concerne les divisions corticales, il est trés bien connu que les CK interagissent avec 1’auxine
pour réguler les divisions cellulaires. Les cytokinines conjuguées a l'auxine, activent la
division cellulaire (I'auxine favorise la duplication de I'ADN; les cytokinines permettent la
séparation des chromosomes). Pour finir, AIA et CK interviennent d’une fagon antagoniste

sur I’organogenes des nodules ( Miller et al., 1975).
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Figure 24 : Roles des auxines et des cytokinines lors des interactions symbiotiques
(Boivin et al. 2016).

I1. 3. Gibbérellines

Les gibbérellines (GA) sont également importantes dans la régulation des symbioses. Il
a été montré que la mutation dans le gene responsable de la biosynthese des GA (na-1 de P.
sativum (Pois)), présente des nodosités malformées et une réduction globale du nombre
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de nodules (Ferguson et al., 2011). En plus, chez Lotus japonicus (Lotier), il a été démontré
que I’application de GA provoque une inhibition de la voie de signalisation symbiotique en
réponse aux facteurs Nod, en aval de I’action des CK, prouvant ainsi que cette hormone joue

un réle dans la formation de la nodosité (Maekawa et al., 2009).

I1. 4. Brassinostéroides

Les Brassinostéroides semble impliquer dans la symbiose légumineuse rhizobia, il
permettre comme pour les autres familles d’hormones, leur inactivation et probablement leur
transport a travers la plante gréce a leur structure, stéroidique poly-hydroxylés (Figure141),
présentant une grande variété de stéréo-isomeres et de chaines latérales, en effet cette
phytohormone possedent de nombreux sites de conjugaison, permettant méthylation,
épimerisation, estérification ou glycosylation (Ohnishi et al., 2006)

Il. 5. Ethyléne

L’éthyléne agit trés souvent en interaction avec I’auxine que ce soit pour le
développement des racines laterales ou des nodosités (Figure 26). Elle inhibe I’infection
rhizobienne (Figure 25). Il réduit I’initiation des cordons d’infections et les oscillations
calciques en réponse aux facteurs Nod (Oldroyd et al., 2001). 1l régule également la position

des primordia de nodosités au sein de la racine principale (Heidstra et al., 1997).

Il a été montré que le mutant sickle de M. truncatula, affecté dans la sensibilité a
I’éthyléne, présente un phenotype hyper-nodulant que le génotype sauvage. L’éthyléne est
décrit pour réguler le transport de I’auxine (Prayitno et al., 2006b). Ainsi, 1’éthylénepourrait
inhiber ’accumulation d’auxine au niveau du site d’initiation de la nodosité. En outre,
I’éthyléne a été démontré comme responsable de la régulation de I’infection par les rhizobia,

par intégration de mécanismes de défense (Penmetsa et al., 2008).

Les rhizobiums semblent contribuer également aux taux d'éthylene pendant la
nodulation afin d’améliorer la tolérance des légumineuses au stress environnemental
(Prayitno et al., 2006a).
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Figure 25 : Role de I’éthyléne dans I’inhibition locale de la nodulation (Penmetsa et
al.,2008).

I1. 6. Acide abscissique

L’Acide abscissique (ABA) est une phytohormone décrite pour interagir avec 1’auxine,
via le géne ABA INSENSITIVE 3 (ABI3), dont I’expression est localisée dans les
praimodium des racines latérales (Brady et al., 2003). La signalisation de I’ABA via ABI3 est
donc requise pour la formation des racines latérales. Des applications d’acide abscissique
provoquent une inhibition de I’infection et de la formation de la nodosité. L’ABA régule la
réponse aux facteurs Nod inhibant le signal calcique induit par ces derniers. Par ailleurs, un
variant dominant négatif du gene ABI1 (ABSCISSIC ACID INSENSITIVE 1) chez M.
truncatula, impliqué dans la sensibilit¢é a I’ABA, entraine un phénotype hyper-nodulant. I
semble également que I’effet de I’ABA sur I’inhibition de la nodulation soit dépendante de
I’action des CK sur les divisions corticales lors de laformation de la nodosité (Ding et al.,
2008).
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Les effets stimulateurs sont indiqués par une fléche verte, les effets inhibiteurs par une ligne rouge, les effets
dont on ignore la nature par des fleches orange, les effets qui ne sont pas sirs sont en pointillés.
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Conclusion

Cette étude théorique a pour but de récapituler les connaissances actuelles sur le
dialogue moléculaire lors de la symbiose entre légumineuse et rhizobia. Cette these
s’intéressé¢ aux effets des différents facteurs symbiotiques et leurs rdles dans le
déclenchement et stimulation de la symbiose. Egalement, une attention particuliére a été
portée aux phytohormones, comme molécules de signalisation. Les résultats obtenus des
expériences faites sur ces phytohormones permettent d’établir de nouvelles hypothéses sur le

leurs r6le, dans la régulation de la symbiose legumineuse-rhizobia.

Neuf familles différentes de phytohormones ont éte identifiées, influengant I’ensemble
des processus physiologiques de croissance, de différentiation et de développement des
plantes, jouant aussi un role central dans l'activation des voies de signalisation impliquées
dans la réponse aux stress biotiques et abiotiques. Ainsi, la liaison des phytohormones a leur
récepteur respectif induit une cascade de signalisation spécifique, par phosphorylation du
récepteur ou formation d’un complexe avec un co-récepteur, pour induire la transcription des
différents géenes de reponse. Notamment, six hormones ont été identifie, AlIA, CK, ET, ABA,
BR et GA qui interagissent en synergie avec le facteur Nod, ce dernier comme étant secrété
par les rhizobia en réponse aux flavonoides exsudés par la plante hote via le systéeme racinaire
(site de reconnaissances et de formation de nodule : siege de la symbiose). De ce fait, on peut
conclure que les phytohormones jouent un role prépondérant dans la régulation et la

signalisation symbiotique entre légumineuse et rhizobia.

Bien qu’ils sont identifiées chez les rhizobacteries, les phytohormones sont encore
considérées comme ciblant exclusivement les plantes (légumineuses). Ce travail ouvre des
perspectives au regard de la régulation des hormones végétales chez les micro-organismes.
Leurs impact, sur les deux partenaires de la symbiose, permettraient de considérer ces
hormones comme des molécules de communication inter-régnes et permettraient d’élargir la

vision des interactions entre les légumineuses et leur environnement.

La dépendance planétaire vis-a-vis du procédé Haber-Bosch (engrais azot€) est loin de
s'estomper a court terme, il devient de plus en plus urgent de développer d'autres pratiques

agricoles plus respectueuses de I'environnement et plus durables. Une partie de la solution se
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trouve sans doute dans l'utilisation de potentielles des légumineuses (fixation biologique de
l'azote) dans les rotations agricoles, et améliorer les performances de I’agronomie en tirant

profit des approches biotechnologiques visant a transférer les capacités symbiotiques des
légumineuses a d'autres familles de plante.
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Résumé: Les légumineuses présentent 1’énorme avantage par rapport aux autres plantes de
pouvoir s’associer a des bactéries du sol communément appelées rhizobiums. Cette
association aboutit a la formation d’un petit organe particulier au niveau des racines, le
nodule, au sein duquel les bactéries, grace a leur activité nitrogénase, fixent 1’azote
atmosphérique et transférent celui-ci a la plante sous une forme combinée assimilable. Une
caractéristique remarquable de I’association Rhizobia-légumineuse est son degre élevé de
spécificité. Le développement de cette symbiose ne se fait pas au hasard ni de facon
anarchique, mais  repose sur un réseau complexe de boucles de régulation, de nombreux
signaux moléculaires spécifiques sont échangés entre les deux partenaires tout au long de la
formation de la nodosité. Les flavonoides libérés par la plante constituent le premier signal
moléculaire qui permet ’activation chez la bactérie des génes de nodulation responsables de
la production de facteur Nod. Par ailleurs, il a été mis en évidence que les facteurs Nod,
agissent de facon synergique avec les phytohormones sur la formation de la nodosité,
démontrant ainsi que les phytohormones jouer un réle important dans la régulation des voies
de transduction du signal. En effet, la compréhension de I’effet de ces molécules de
signalisation ouvre des perspectives dans un contexte d’amélioration des rendements
agricoles et de préservation de I’environnement.

Mots clés: Légumineuse, Rhizobia, Facteur nod, Nodule, Phytohormone.

Abstract: Legumes have the enormous advantage over other plants of being able to associate
with soil bacteria commonly called rhizobia. This association leads to the formation of a
small particular organ at the level of the roots, the nodule, within which the bacteria, thanks
to their nitrogenase activity, fix atmospheric nitrogen and transfer it to the plant in an
assimilable combined form. A remarkable characteristic of the Rhizobia-legume association
is its high degree of specificity. The establishment of this symbiosis is the result of a
permanent dialogue between the Rhizobia and its host plant, many specific molecular signals
are exchanged between the two partners throughout the formation of the nodule. The
flavonoids released by the plant constitute the first molecular signal and allow the activation
in the bacterium of nodulation genes responsible for the production of Nod factors. Among
the signal molecules present in the interactions, phytohormones have been shown to play an
important role in the regulation of signal transduction pathways.

Keywords: Leguminous, Rhizobia, Nod factor, Nodule, Phytohormone.
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