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processus clé de la différenciation, l’endoréduplication, plus précisément le nombre 

d’endocycles (cycle cellulaire sans mitose) des cellules végétales et bactériennes. De plus, 

nous avons observé une similitude dans le profil d’expression de MtEFD au cours du 

développement nodulaire et racinaire et montré que MtEFD a un effet à la fois sur la 

formation des racines latérales et la synthèse d’ADN dans les extrémités racinaires. Enfin, 
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SYMREM1   symbiotic remorin 1 

SYMRK   symbiosis receptor-like kinase 

 TGA3   TGACG-sequence-specific DNA-binding protein 1A-related gene 
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tnt1   tobacco retrotransposon 1 

tZ   trans-zeatin 

tzs   trans-zeatine synthase  
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Chapitre I : Introduction 
 

Au cours de ma thèse, j’ai étudié les interactions plantes-microorganismes et notamment la 

symbiose fixatrice d’azote entre la légumineuse modèle Medicago truncatula et les bactéries 

Sinorhizobium meliloti. Cette introduction débutera très brièvement par les différentes 

symbioses fixatrices d’azote existantes, puis se focalisera sur la symbiose entre les plantes de 

la famille des légumineuses et les Rhizobium (I). Cette association symbiotique conduit à la 

formation d’un nouvel organe racinaire, appelé nodosité. Les étapes précoces menant à la 

nodulation seront traitées dans la partie II. Mon projet de thèse a principalement porté sur 

l’organogenèse nodulaire (III) qui peut être découplée en deux étapes : la formation d’un 

primordium nodulaire (III.1) et les processus de différenciation liés à la maturation d’un 

primordium en organe fixateur d’azote (III.2). Je décrirai ensuite rapidement le processus de 

sénescence des nodosités et la régulation de la nodulation par la plante hôte (IV). 

J’expliquerai ensuite les points communs retrouvés entre les symbioses et les interactions 

pathogènes (V), puisqu’au cours de ma thèse nous avons montré l’existence d’une 

interconnexion entre ces deux types d’interactions via le facteur de transcription MtEFD et les 

CK. Tout au long de mon introduction, une attention particulière sera portée sur le rôle joué 

par les CK. Enfin, mon projet de thèse sera détaillé dans la partie VI.   



Figure  1 : Illustration de différentes symbioses fixatrices d’azote autres que légumineuse-Rhizobium.  
 
A-B. La symbiose actinorhizienne. A. Structure d’une nodosité actinorhizienne. m : méristème ; 2 : zone 
d’infection ; 3 : zone de fixation ; 4 : zone de sénescence des tissus où les vésicules et hyphes de Frankia sont 
dégradés. La nodosité est entourée par du périderme (trait gris foncé) et possède un système vasculaire central (trait 
noir épais). B. Morphologie des bactéries Frankia. f : filament ; v : vésicule ; s : sporange.  
C-F. Les associations avec les cyanobactéries. C. Coupe transversale d’une racine de Cycas taiwaniana infectée 
par Nostoc (nc) D. Coupe tangentielle de Gunnera chilensis montrant la localisation de colonies formées par les 
cyanobactéries Nostoc (nc). E. Azolla caroliniana. F. En condition de carence azotée, les cyanobactéries 
filamenteuses développent des cellules spécialisées dans la fixation azotée, les hétérocystes (têtes de flèches). La 
fluorescence verte correspond à l’expression du gène patS-gfp, utilisé comme marqueur des hétérocystes, tandis 
que la couleur rouge correspond à l’autofluorescence des pigments photosynthétiques. Barres d’échelle : 0,5cm (C) 
; 1cm (D) ; 0,25cm (E) ; 5 µm (F).  
G. Parasponia andersonii . 
 
A-B. Wall, 2000 ; C-E. Meeks & Elhai, 2002 ; F. Kumar et al., 2010 
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I. Les symbioses fixatrices d’azote 

1. Généralités 

L’azote, en tant que constituant essentiel de la matière vivante (acides nucléiques, protéines, 

chlorophylle, enzymes…), est un élément indispensable au développement des plantes. La 

plupart des plantes puisent l’azote dans le sol sous la forme de nitrate (NO3
-) ou d’ion 

ammonium (NH4
+), mais cet approvisionnement est bien souvent limité. Bien que l’azote soit 

abondamment présent dans notre atmosphère (environ 78%), les plantes sont incapables 

d’utiliser la forme azotée de l’air, le diazote (N2). La conversion du N2 en ammoniac (NH3) 

est appelée fixation azotée. Ce processus est rendu possible par des procédés industriels ou 

naturels. Environ 60% de la fixation azotée à l’échelle mondiale est réalisée par les 

organismes vivants, dits diazotrophes (Hopkins, 2003). Ces fixateurs d’azote comprennent à 

la fois des bactéries sous forme libre dans le sol ou en association avec certaines plantes. Au 

cours de l’interaction entre les plantes et les bactéries diazotrophes, la plante fournit une 

source énergétique à son partenaire qui, en contrepartie, réduit l’azote atmosphérique en une 

forme assimilable par la plante. Ce procédé est réalisable grâce au complexe enzymatique 

appelé nitrogénase, codé par les bactéries et hautement conservé parmi les diazotrophes libres 

ou en association avec les plantes. Ces interactions sont considérées comme symbiotiques. Ce 

terme fut introduit vers 1880 par Albert-Bernhardt Frank et Anton de Bary qui définissent la 

symbiose par le « vivre ensemble » ou, autrement dit, par une association intime et durable 

entre deux organismes hétérospécifiques (Perru, 2006). Cette définition inclut donc à la fois le 

mutualisme, qui est une interaction à bénéfice réciproque, et le parasitisme où l’un des 

partenaires de l’interaction tire profit de cette association au détriment de l’autre. Cependant, 

Karl Brandt infléchit le concept de la symbiose vers le bénéfice mutuel en 1981, lequel a été 

repris par la communauté scientifique de nos jours, bien que la définition de la symbiose au 

sens large soit encore utilisée. Dans le cas d’une association symbiotique on parlera de plante 

« hôte » et de « symbiote » pour le partenaire bactérien. Dans le cas d’une endosymbiose, le 

microorganisme symbiotique est entouré par une membrane d’origine végétale et est contenu 

dans un compartiment au sein des cellules de la plante hôte, appelé alors le symbiosome 

(Parniske, 2000).  

Les interactions entre les bactéries diazotrophes et les plantes incluent (voir revue (Santi et 

al., 2013)) : 



millions d’années 

Figure  2 : Phylogénie des légumineuses. 
 
L’origine de la nodulation chez les légumineuses est marquée par la lettre N et des possibles origines 
supplémentaires de la nodulation sont indiquées par des ronds ou carrés colorés. Le groupe « Non-nod. papil. » 
regroupe des Papilionodaea incapable de noduler. Tous les noms en gras correspondent aux plantes capables de 
former des nodosités et tous les noms de couleur correspondent aux plantes formant des nodosités de types 
déterminées. Medicago truncatula appartient au groupe des IRLC (Inverted-repeat-loss clade).  
 
D’après Doyle, 2011 
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‐ les rhizobia, bactéries Gram négatives qui s’associent avec les légumineuses de la 

famille des Fabaceae, mais aussi avec Parasponia, une espèce non légumineuse 

appartenant à la famille des Cannabaceae (Figure 1G) (Trinick, 1973), 

‐ les bactéries Gram positives du genre Frankia, membres de la famille des 

actinomycètes, qui colonisent huit familles de plantes différentes regroupées sous le 

nom de plantes actinorhiziennes (Figure 1A-B),  

‐ les cyanobactéries, bactéries filamenteuses Gram négatives, capables de photosynthèse 

oxygénique et appartenant plus généralement au genre Nostoc (Meeks & Elhai, 2002), 

qui colonisent un large spectre d’hôte comprenant les bryophytes, les ptéridophytes 

(limité au genre Azolla), les gymnospermes (la famille Cycadaceae) et les 

angiospermes (la famille Gunneraceae) (Figure 1C-F), 

‐ et enfin, certaines bactéries endophytes en association avec une grande variété de 

plantes dont certaines céréales, telles que le maïs, le riz et le blé (Baldani et al., 1986; 

Rothballer et al., 2009). 

Bien que les bactéries endophytes envahissent les tissus de la plante hôte, elles ne sont pas 

considérées comme des endosymbiotes car elles ne résident pas de manière intracellulaire 

dans les cellules de la plante. De plus, au contraire des endosymbioses, aucune structure 

racinaire différenciée ne se forme. En effet, à l’exception des cyanobactéries et des bactéries 

endophytes, l’association entre la plante et son symbiote conduit à la formation d’un nouvel 

organe racinaire, ou plus rarement caulinaire, appelé la nodosité. C’est au sein de cet organe 

que la fixation azotée a lieu. La symbiose fixatrice d’azote la plus connue concerne les plantes 

de la famille des légumineuses et les rhizobia, que je vais détailler dans la section suivante.  

 

 

2. La symbiose légumineuse-Rhizobium 

a. Les partenaires symbiotiques 

i. Les légumineuses 

Les légumineuses font partie d’une importante famille de plantes parmi les angiospermes, les 

Fabales, comprenant plus de 700 genres et 20 000 espèces (Figure 2) (voir revue (Graham & 

Vance, 2003)). Les légumineuses fournissent une source en protéines importantes pour 

l’alimentation humaine (haricot, pois, fève, lentille…) et le bétail (soja, luzerne, trèfle…). Les 



Figure 3 : Arbre phylogénétique réalisé à partir des séquences des ARN 16S de certaines α- et β- 
protéobactéries.  

 
Les genres en gras contiennent les rhizobia. Les espèces ou souches de rhizobia dont les génomes ont été 
entièrement séquencés sont indiqués entre parenthèse. 
 
Masson-Boivin et al., 2009 
 

 



Introduction 

25 
 

légumineuses à graines et fourragères représentent 12 à 15% des surfaces cultivées dans le 

monde et 27% de la production agricole mondiale. De plus, certaines légumineuses sont 

utilisées en médecine traditionnelle, comme par exemple, dans la prévention des risques du 

cancer. L’association entre les plantes de la famille des légumineuses et les bactéries rhizobia 

est l’interaction symbiotique la plus efficace en termes de fixation azotée, avec environ 200 

millions de tonnes d’azote produites annuellement (Ferguson et al., 2010). La culture des 

légumineuses ne nécessite donc pas ou peu de fertilisants azotés. Ainsi, l’utilisation des 

légumineuses dans la rotation des cultures, dans la polyculture et en agroforesterie permet de 

réduire l’apport en engrais azotés, très coûteux en énergie fossile et en partie responsable de la 

pollution des nappes phréatiques, de l’eutrophisation des rivières par les nitrates et de 

l’augmentation de l’effet de serre par l’émission d’oxydes d’azote (Graham & Vance, 2003). 

D’ailleurs, l’utilisation des légumineuses dans la rotation des cultures remonte à l’époque 

d’avant Jésus Christ où le savant romain Varro avait noté que : « les légumineuses devraient 

être plantées dans les sols non pas tant pour leurs propres cultures que pour le bien qu'elles 

font aux cultures suivantes » (Fred et al., 1932). Malheureusement les problèmes liés à la 

sécheresse, à l’acidité des sols et aux maladies contraignent bien souvent l’expansion de la 

production des légumineuses (Graham & Vance, 2003). L’amélioration génétique des 

légumineuses fait partie à présent, en Union Européenne, des priorités dans le domaine de la 

recherche agronomique. Deux légumineuses, Lotus japonicus et Medicago truncatula, ont été 

adaptées comme modèles d’études pour la recherche académique. Toujours dans le but d’une 

agriculture durable et en tenant compte des besoins d’une population humaine croissante, un 

nouveau projet basé en partie sur l’exemple des interactions symbiotiques légumineuses-

rhizobia se développe depuis peu. A long terme, son objectif consiste à transférer aux céréales 

la capacité de fixer l’azote atmosphérique en condition symbiotique (Charpentier & Oldroyd, 

2010). 

 

ii. Les rhizobia 

Les protéobacteries, bactéries Gram-négatives, sont divisées en 5 branches, de α à ε. Les 

rhizobia appartiennent à 12 genres et plus de 70 espèces des α- et β- protéobactéries (Figure 

3) (voir revues (Sprent, 2008; Masson-Boivin et al., 2009)). La branche α contient 7 ordres 

dont les Rhizobiales, lui-même divisé en 11 familles. Quatre de ces familles, les 

Bradyrhizobiaceae, Methylobacteriaceae, Phyllobacteriaceae et Rhizobiaceae regroupent des 

genres de bactéries capables de fixer l’azote en association avec les légumineuses. La branche 
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Figure 4 : Formation d’une nodosité indéterminée versus déterminée. 

 

Les stades de développement nodulaire sont représentés de manière schématique pour le pois (à gauche) et le soja 
(à droite) formant respectivement des nodosités indéterminées et déterminées. Les premières divisions cellulaires 
sont observées dans les cellules du cortex interne chez les nodosités indéterminées et externe chez les nodosités 
déterminées. Contrairement aux nodosités déterminées, les nodosités indéterminées forment un méristème apical 
qui donne continuellement lieu à de nouvelles cellules. En fonction du stade de développement des cellules 
végétales et des bactéries, on peut distinguer différentes zones au sein de ces nodosités. Les différentes parties de 
l’introduction, décrivant les stades du développement nodulaire, sont indiquées à gauche. FN : Facteurs Nod. 

 

D’après Ferguson et al., 2010 
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des β-protéobactéries contient 7 ordres, dont les Burkholderiales qui sont divisés en 5 familles 

incluant les Burkholderiaceae. Dans cette famille, on retrouve les genres Burkholderia et 

Cupriavidus capables de noduler les légumineuses, ainsi que la bactérie pathogène Ralstonia 

capable d’infecter la légumineuse modèle M.  truncatula.  

 

b. Les différents types de nodosités 

Chez les légumineuses, il existe deux types de nodosités définis par la plante hôte : les 

nodosités indéterminées et déterminées. Il existe des différences majeures entre les nodosités 

déterminées et indéterminées qui sont : le site d’initiation des divisions cellulaires formant le 

primordium nodulaire, la maintenance ou non d’un méristème et la forme mature de la 

nodosité (Figure 4) (voir revue (Ferguson et al., 2010)). Les nodosités déterminées sont 

formées à partir des divisions des cellules du cortex externe et développent un méristème 

sphérique qui cessera son activité tôt dans le développement de la nodosité. Par conséquent, la 

population bactérienne observée au sein de la nodosité est homogène et les nodosités ont une 

forme arrondie avec une durée de vie d’environ quelques semaines. Pour les nodosités 

indéterminées, les premières divisions cellulaires ont lieu au niveau du péricycle et du cortex 

interne de la racine (Timmers et al., 1999). La persistance d’un méristème apical entraine 

l’apparition de multiples stades de développement avec un gradient croissant de 

différenciation des cellules végétales et des bactéries, depuis la zone sous-méristématique 

jusqu’au début de la zone de fixation azotée (Vasse et al., 1990). Au sein de ces nodosités où 

coexistent des bactéries différenciées et non différenciées, la population bactérienne est 

hétérogène. Par des critères cytologiques, on peut distinguer 6 régions au sein de ces 

nodosités :  

‐ la zone I, zone de divisions cellulaires correspondant au méristème et ne contenant pas 

de bactérie, 

‐ la zone II ou zone d’infection, où les bactéries sont libérées dans les cellules de la 

plante hôte et où les cellules végétales et bactériennes se différencient 

progressivement, 

‐ l’interzone II-III, identifiée par une accumulation d’amyloplastes, 

‐ la zone III où les bactéries différenciées en bactéroïdes fixent l’azote, 

‐ la zone IV qui correspond à une zone de sénescence, 

‐ et la zone V correspondant à une zone saprophytique qui apparait dans des nodosités 

sénescentes âgées d’au moins 6 semaines (Timmers et al., 2000). Dans cette zone, les 



A B C 

D 

Figure 5 : Les différents types de nodosités formés lors des interactions symbiotiques entre les légumineuses 
et rhizobia. 
 
Les nodosités peuvent être de type déterminé (B et C) ou indéterminé (A et D) et peuvent être localisées sur les 
racines (A) ou sur les tiges (B) et peuvent avoir une forme arrondie (C) ou allongée (D). 
Nodosités formées suite à l’interaction entre Mimosa pudica et Cupriavidus taiwanensis (A), Sesbania rotrata et 
Azorhizobium caulinodans (B), le soja et Sinorhizobium fredii (C) et Medicago sativa et Sinorhizobium meliloti 
(D). Barres d’échelle : 1 cm (A-B) ; 1 mm (C-D) 
 
D’après Masson-Boivin et al., 2009 
 

 

Figure 6 : Dialogue moléculaire entre Medicago truncatula et Sinorhizobium meliloti. 
 
En condition de carence azotée, M. truncatula sécrète des flavonoïdes perçus par S. meliloti. Ces molécules signal 
activent les gènes nod bactériens permettant la synthèse des Facteurs Nod (FN) qui sont essentiels pour la 
nodulation. Chez S. meliloti, la structure majeure des FN comprend 4 résidus N-acétylglucosamine reliés par des 
liaisons β 1-4 avec une chaîne acyle 16C (en rouge) et portant des décorations (en violet et bleu). 
 
D’après Schultze & Kondorosi, 1998 ; Gough & Cullimore, 2011 
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bactéries non différenciées envahissent les cellules sénescentes de la plante où elles 

mènent une vie saprophytique et non symbiotique.  

Les légumineuses formant des nodosités déterminées sont plutôt retrouvées dans des régions 

tropicales et incluent le soja (Glycine max), Pongamia pinnata et le haricot (Phaseolus 

vulgaris), mais aussi des espèces de régions tempérées comme Lotus japonicus. En revanche, 

les légumineuses formant des nodosités indéterminées sont localisées dans des régions 

tempérées, et comprennent Medicago, le trèfle ou encore le pois. Chez les légumineuses, les 

nodosités sont principalement localisées sur les racines, mais on peut aussi parfois les 

retrouver au niveau des tiges (Figure 5). Sesbania rotrata, capable d’interagir avec les 

bactéries Azorhizobium, peut former des nodosités racinaires et caulinaires (Manlay, 1992). 

Les tiges portent des ébauches de primordia racinaires adventifs dormants qui peuvent se 

développer en racines lorsque la plante est submergée ou en nodosités caulinaires. Les 

nodosités caulinaires sont sphériques et réparties sur toute la tige. Cependant, les nodosités 

des plantes légumineuses possèdent toutes une zone d’infection cellulaire centrale et une 

vascularisation en périphérie. Au contraire des légumineuses, Parasponia, seule autres espèce 

de plante en dehors des légumineuses à interagir avec rhizobia, développe des nodosités avec 

une zone d’infection en périphérie et une vascularisation centrale, similaire à une racine 

latérale modifiée (Santi et al., 2013).  

Après avoir brièvement décrit les différences entre les nodosités déterminées et 

indéterminées, je vais maintenant détailler plus particulièrement la mise en place d’une 

nodosité chez les légumineuses. Les parties suivantes traiteront tout d’abord des étapes 

initiales de la nodulation (II), puis de la formation du primordium nodulaire (III.1) et de la 

description des processus de différenciation permettant la mise en place de la fixation azotée 

dans une nodosité indéterminée uniquement (III.2). 

 

 

 

II. Les étapes précoces menant à la formation d’un organe 

symbiotique 

La symbiose légumineuses-Rhizobium comprend de multiples étapes : la reconnaissance entre 

les bactéries et la plante hôte impliquant des échanges moléculaires et menant à l’induction 
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d’une voie de signalisation, la pénétration des bactéries in planta et la formation d’un organe 

symbiotique. Cette voie de signalisation induite par les rhizobia est en partie commune avec 

celle induite par les champignons symbiotiques mycorhiziens à arbuscules (AM) de l’ordre 

des Glomales (Gough & Cullimore, 2011). Cette voie de signalisation commune a été appelée 

« voie SYM ». La symbiose AM, très largement répandue, concerne plus de 80% des plantes 

terrestres et permet aux plantes hôtes d’améliorer leur nutrition hydrique et minérale et en 

particulier phosphatée. De nombreuses données suggèrent que l’apparition des gènes 

contrôlant la nodulation chez les plantes légumineuses, datant de 60 millions d’années, aurait 

évolué à partir de ceux impliqués dans la symbiose AM, bien plus ancienne (environ 400 

millions d’années).  

 

1. Dialogue moléculaire entre les deux partenaires  

En condition de carence azotée, les légumineuses sécrètent des composés phénoliques, 

appelés flavonoïdes, qui sont les premiers signaux échangés avec les rhizobia (Figure 6) 

(Schultze & Kondorosi, 1998; Jones et al., 2007; Wang et al., 2012). Ces composés peuvent 

diffuser passivement à travers la membrane plasmique, et la perception de ces molécules 

signal par la protéine bactérienne NodD1 (nodulation protein D 1) résulte en l’activation des 

gènes nod (nodulation), codant pour les enzymes de biosynthèse des facteurs Nod (FN) (Peck 

et al., 2006). Les FN sont généralement constitués de 4 ou 5 résidus N-acétylglucosamine 

(GlcNAc), reliés par des liaisons β 1-4 (Figure 6) (Lerouge et al., 1990; Dénarié et al., 1996; 

Gough & Cullimore, 2011), et possèdent une chaîne acyle 16 ou 18C rattachée à la partie N-

terminale du sucre non réducteur. Chez la symbiose AM, les molécules émises par le 

champignon, reconnues par la plante hôte et responsables de la symbiose ont une structure 

très proche des FN (Maillet et al., 2011). Ces facteurs sont appelés facteurs Myc (ou Myc-

LCO) et possèdent une structure de base similaire à celle des FN mais portent cependant une 

chaine d’acide oléique non retrouvée chez les FN. Les sous-unités GlcNAc des FN peuvent 

être décorées par des groupes méthyle, fucosyle, acétyle et sulphate qui sont codés par des 

gènes nod spécifiques et présents dans certaines souches de rhizobia seulement (Gough & 

Cullimore, 2011). Ces substitutions chimiques dans l’oligosaccharide, couplées avec la 

longueur et le degré de saturation du groupe N-acyle, sont importantes pour la spécificité 

d’hôte et l’activité biologique des FN. Des mutants bactériens défectueux dans la production 

de FN ou des mutants de perception des FN chez les plantes ne peuvent plus établir 

d’interaction symbiotique (Oldroyd, 2013). Les FN ont donc un rôle crucial dans 
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Figure 7 : Voie de signalisation des Facteurs Nod. 
 
Les FN sont perçus par les récepteurs membranaires LjNFR1/LjNFR5 chez L. japonicus et LYK3/NFP chez 
Medicago truncatula. DMI2 chez Medicago et SYMRK chez L. japonicus pourraient agir comme corécepteur. 
PUB1 est une E3-ligase qui régule négativement la nodulation probablement via son interaction avec LYK3. 
LYK3 peut aussi s’associer avec la protéine SYMREM1, composant des « rafts lipidiques ». En réponse aux FN, 
des oscillations calciques sont perçues dans le nucléoplasme et le cytoplasme périnucléaire. Ces oscillations sont 
permises par les transporteurs à potassium (K+) DMI1 chez M. truncautla et CASTOR et POLLUX chez L. 
japonicus et la pompe calcique ATPase MCA8. La protéine CCaMK, DMI3 chez M. truncatula, décoderait les 
oscillations calciques et interagit avec la protéine IPD3, l’orthologue de  CYCLOPS chez L. japonicus. Le 
complexe de facteurs de transcription NSP1/NPS2 induit l’expression des gènes de réponses aux FN, tels 
qu’ENOD11, ERN1 et NIN. Jusqu’à maintenant, la connexion entre CCaMK-IPD3 et NSP1/NSP2 n’a toujours 
pas été éclaircie. Les noms en rouge correspondent aux gènes identifiés chez M. truncatula. 
 
CCaMK  : calcium- and calmodulin- dependent serine/threonine protein kinase ; DMI1 : does not make infection 1 ; DMI2 : 
does not make infection 2 ; DMI3 : does not make infection 3 ; ENOD11 : early nodulin 11 ; ERN1 : ethylene response 
factor required for nodulation 1 ; IPD3 : interacting protein of DMI3 ; LjNFR1 : L. japonicus Nod factor receptor 1 ; 
LjNFR5 : L. japonicus Nod factor receptor 5 ; LYK3 : LyM domain-containing receptor-like kinase 3 ; MCA8 : M. 
truncatula calcium ATPase 8 ; NIN : nodule inception ; NFP : Nod factor perception ; NSP1: nodulation signalling pathway 
1 ; NPS2 : nodulation signalling pathway 2 ; PUB1 : plant U-box protein 1 ; SYMREM1 : Symbiotic remorin 1 ; SYMRK : 
symbiosis receptor-like kinase. 
 
D’après Singh & Parniske, 2012 
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l’établissement de la symbiose nodulaire. Cependant, l’importance des FN pour l’infection 

des légumineuses n’est pas universelle. En effet, les souches BTAi1 et ORS278 de 

Bradirhyzobium, formant des nodosités racinaires ou caulinaires en association avec certaines 

espèces d’Aeschynomene, sont dépourvues des gènes nodABC (Giraud et al., 2007).  

 

 

2. Voie de signalisation induite par les facteurs Nod 

a. Les récepteurs des Facteurs Nod 

Les résidus GlcNAc sont capables de se lier à des domaines LysM (lysin motif) de 40 acides 

aminés, retrouvés dans tous les organismes vivants, à l’exception des Archaea. La famille des 

récepteurs kinase à domaine LysM, appelés LysM-RLK (LysM receptor-like kinase), est 

spécifique aux plantes et est divisée en deux groupes : les LYK (LysM domain containing 

receptor-like kinase) contenant un domaine kinase en plus du domaine LysM et les LYR 

(LysM domain containing receptor) ayant un domaine kinase non fonctionnel (voir revues 

(Gough & Cullimore, 2011; Gust et al., 2012; Oldroyd, 2013)). Chez M. truncatula et L. 

japonicus, les gènes LYR, NFP (Nod factor perception) et LjNFR5 (L. japonicus nod factor 

receptor 5), et les gènes LYK, LYK3 (LysM domain containing receptor-like kinase 3) et 

LjNFR1 (L. japonicus nod factor receptor 1), sont requis pour la nodulation et l’infection via 

les FN (Figure 7) (Madsen et al., 2003; Radutoiu et al., 2003; Arrighi et al., 2006). 

L’hypothèse que LYK3 et NFP formeraient un complexe hétérodimère, où LYK3 s’auto-

phosphoryle et trans-phosphoryle NFP, est basée sur le modèle LjNFR1/LjNFR5 (Madsen et 

al., 2011). DMI2 (does not make infection 2) ou NORK (nodulation receptor kinase) chez 

Medicago et SYMRK (symbiosis receptor-like kinase) chez L. japonicus sont des récepteurs 

kinases contenant un domaine LRR (leucine-rich-repeat) requis pour la signalisation des FN 

(Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002). Leur fonction exacte est encore inconnue mais ils 

pourraient agir comme co-récepteur avec le complexe LYK3/NFP et NFR1/NFR5 pour la 

nodulation. 

Chez M. truncatula, alors que NFP est essentiel pour la perception des FN, il ne semble pas 

requis pour la reconnaissance des Myc-LCO (Maillet et al., 2011). Toutefois, chez 

Parasponia, il a été montré qu’un gène homologue à NFP et NFR5, appelé PaNFP 

(Parasponia Nod Factor Perception), est requis à la fois pour la nodulation et la 

mycorhization (Op den Camp et al., 2011). Les auteurs du papier émettent l’hypothèse qu’au 
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Figure 8 : Coordination entre l’infection bactérienne dans l’épiderme via les poils absorbants ou par « crack 
entry » et la division des cellules dans le cortex. 
 
A gauche. Invasion par les poils absorbants. Les bactéries adhèrent à la surface du poil absorbant. Les réponses 
épidermiques associées à la perception des FN mènent à la déformation des poils absorbants qui se recourbent pour 
former une crosse de berger où les bactéries se retrouvent piégées. A partir de cette poche d’infection, un cordon 
d’infection s’initie. Le cordon d’infection correspond à l’invagination de la membrane plasmide végétale. En 
parallèle, les cellules corticales se divisent activement pour former un primordium nodulaire. Les réponses 
corticales sont associées à une augmentation des CK et des auxines. Les CK sont perçues par le récepteur LHK1 
chez L. japonicus. L’activation de CCaMK mène à l’induction des réponses corticales à travers LHK1 et 
NSP1/NSP2.  
A droite. Invasion par crack-entry. Durant l’infection par crack-entry, l’épiderme est fissuré et les bactéries 
pénètrent directement dans les cellules corticales. Selon les espèces, ce mode d’infection est dépendant ou 
indépendant des FN. 
 
CCaMK : calcium- and calmodulin- dependent serine/threonine protein kinase ; ENODs : early nodulins ; FN : facteurs Nod ; 
LHK1 : Lotus histidine kinase 1 ; LysM-RLK : LysM receptor-like kinase ; NIN : nodule inception ; NSP1/NSP2 : nodulation 
signalling pathway 1/2. 
 
D’après Oldroyd & Downie, 2008 
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début de l’évolution de la symbiose rhizobienne un seul récepteur était capable de reconnaitre 

à la fois les FN et les facteurs Myc. Ainsi, le récepteur aux FN aurait émergé à partir d’un 

évènement de duplication du récepteur aux facteurs Myc, suivi d’une néofonctionnalisation 

permettant une reconnaissance spécifique des FN. Jusqu’à ce jour, aucun récepteur aux 

facteurs Myc n’a encore été identifié. Toutefois, les protéines SYMRK et DMI2 sont aussi 

requises pour l’établissement de la symbiose AM, suggérant qu’elles pourraient agir comme 

co-récepteur avec un complexe de récepteurs aux facteurs Myc (Catoira et al., 2000; Stracke 

et al., 2002). 

 

b. La signalisation calcique 

En réponse aux FN, des oscillations calciques ou « Calcium spiking », correspondant à des 

pics répétés de calcium (Ca2+), sont induites et pourraient agir comme second messager dans 

la transduction du signal (Figures 7 et 8) (voire revues (Singh & Parniske, 2012; Oldroyd, 

2013)). Les oscillations calciques sont générées par la libération de Ca2+ dans le nucléoplasme 

et le cytoplasme périnuclaire à partir du Ca2+ stocké dans l’enveloppe nucléaire et le réticulum 

endoplasmique (Sieberer et al., 2009; Capoen et al., 2011). Une machinerie minimale pour la 

génération d’oscillations calciques associées au noyau comprend : un(des) canal(aux) 

calcique(s) pour la libération du Ca2+, des canaux ioniques pour compenser le déséquilibre des 

charges et une pompe à Ca2+ pour le retour du Ca2+ dans la zone de stockage.  

Par des études d’interactions, il a été montré chez Medicago que NORK s’associe avec une 

protéine HMGR (3-hydroxy-3-methylglutaryl-coA reducatase), impliquée dans la production 

du mévalonate (Kevei et al., 2007). Le mévalonate pourrait agir à lui seul sur l’activation 

d’oscillations calciques en activant DMI1 (does not make infection 1) (Jean-Michel Ané, 

séminaire Toulouse, 2013), un transporteur à potassium (K+) localisé dans la membrane 

nucléaire et homologue à CASTOR et POLLUX chez le lotier (Figure 7) (Ané et al., 2004; 

Riely et al., 2007; Charpentier et al., 2008). Des modèles mathématiques montrent que DMI1 

pourrait soit réguler le(s) canal(aux) calcique(s) dépendant(s) du voltage en induisant une 

charge dans le potentiel de membrane, soit agir comme contre-canal pour compenser la perte 

en charge positive suite à la libération du Ca2+. Chez M. truncatula et L. japonicus, le calcium 

spiking est décodé par une protéine kinase sérine/thréonine nucléaire et dépendante de la 

calmoduline et du Ca2+, appelée respectivement DMI3 (does not make infection 3) et CCaMK 

(calcium- and calmodulin- dependent serine/threonine protein kinase) (Figures 7 et 8). Bien 

qu’aucun lien direct n’ait été démontré, l’activation de DMI3 est suffisante pour l’induction 
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de facteurs de transcription (FT) spécifiques à la nodulation (Gleason et al., 2006b). Et 

pourtant DMI3, tout comme DMI1 et DMI2, est requis à la fois pour la symbiose rhizobienne 

et AM (Catoira et al., 2000). Il semblerait donc que les FT jouent un rôle primordial dans la 

bifurcation entre les voies menant à la nodulation ou à la symbiose AM. 

 

c. Les facteurs de transcription 

La voie de signalisation par les FN conduit à l’activation de deux FT à domaines GRAS 

(gibberellin-insensitive/repressor of gibberellic acid/scarecrow-like), NSP1 et NSP2 

(nodulation signalling pathway 1/2) (Figures 7 et 8), tandis que celle de la symbiose AM 

mène à l’activation d’un FT à domaines GRAS, RAM1 (required for arbuscular 

mycorrhization 1) (Hirsch et al., 2009; Gobbato et al., 2012). Cependant, contrairement à 

NSP1, il a été montré que NSP2 est aussi associé à la symbiose AM (Maillet et al., 2011). De 

plus, NSP2 est capable d’interagir avec RAM1, suggérant que les complexes NSP2-RAM1 et 

NSP2-NSP1 seraient importants pour la bifurcation entre symbiose AM et rhizobienne 

respectivement (Gobbato et al., 2012). NSP1 et NSP2 sont capables de former un complexe et 

de se lier au promoteur d’ENOD11 (early nodulin 11) (Hirsch et al., 2009; Cerri et al., 2012) 

(Figures 7 et 8). La noduline précoce ENOD11 est utilisée comme gène marqueur des 

réponses induites par les rhizobia ou après traitement aux FN (Journet et al., 2001; Charron et 

al., 2004). Le complexe NSP1/NSP2 est aussi capable de se lier aux promoteurs des nodulines 

précoces NIN (nodule inception) et ERN1 (ethylene response factor required for nodulation 

1), codant pour des FT spécifiques à la nodulation (Marsh et al., 2007; Middleton et al., 

2007b; Cerri et al., 2012) (Figure 7). De même que NSP1/NSP2, ERN1 est aussi capable 

d’activer et de se lier au promoteur d’ENOD11. Toutefois, NSP1/NSP2 et ERN1 ne se lient 

pas à la même séquence cis régulatrice (Cerri et al., 2012). Dans le promoteur d’ENOD11, 

deux séquences régulatrices cis ont été identifiées en réponse aux FN et à S. meliloti, appelées 

respectivement la « NF-box » et la « boîte d’infection ». Il a été montré qu’en réponse aux 

FN, ERN1 s’associe avec NSP1/NPS2 pour réguler l’expression d’ENOD11 via la NF-box 

(Cerri et al., 2012). Par contre, indépendamment d’ERN1, le complexe NSP1/NSP2 induit 

l’expression d’ENOD11 via la boîte d’infection, au cours des étapes d’infections. 
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3. L’étape d’infection 

a. Les différents processus infectieux menant à la nodulation 

Suite à l’étape de reconnaissance, les bactéries pénètrent la plante hôte. Les bactéries peuvent 

infecter la plante soit via les poils absorbants, que je vais détailler par la suite, soit par un 

mode de « crack-entry », où les bactéries ont directement accès aux cellules corticales par le 

biais de fissures au niveau de l’épiderme (Figure 8) (voir revue (Oldroyd & Downie, 2008)). 

L’infection par crack-entry peut être indépendante des FN. Ce mode de pénétration est plus 

primitif et plus simple d’un point de vue mécanistique que la pénétration par les poils 

racinaires. Toutefois, l’infection par les poils absorbants est le moyen le plus commun de 

pénétration des bactéries (voir revue (Sprent, 2008)) et est dépendante des FN. Certaines 

légumineuses utilisent les deux types de stratégies selon leur environnement. Par exemple, 

chez Sesbania rostrata, légumineuse semi-aquatique originaire de la région du Sahel en 

Afrique de l’ouest, les bactéries entrent par les poils racinaires lorsque la plante n’est pas 

immergée et, dans le cas contraire, les bactéries pénètrent par un mode de crack-entry 

(Goormachtig et al., 2004). Un troisième mode d’infection de type intercellulaire et 

indépendant des FN a aussi été décrit et serait le plus ancestral (Madsen et al., 2010).  

 

b. Adhésion des rhizobia à la surface du poil racinaire 

L’adhésion des rhizobia à la surface du poil racinaire s’effectue en deux étapes. La première 

étape d’attachement implique des liaisons faibles, réversibles et non spécifiques où les 

lectines de la plante, la rhicadésine et les polysaccharides de surface issus des rhizobia jouent 

un rôle important (voir revues (Gage, 2004; Rodríguez-Navarro et al., 2007)). La deuxième 

étape d’adhésion sollicite la synthèse de fibrilles de cellulose permettant une liaison étroite et 

irréversible des bactéries aux racines. La synthèse de ces fibrilles de cellulose se ferait avant 

ou après l’attachement des bactéries à la plante. 

 

c. Formation d’un cordon d’infection 

Suite à l’adhésion des bactéries à la surface du poil racinaire, des réponses précoces associées 

aux FN sont observées et restreintes à une zone particulière de la racine, dite zone d’infection, 

où les poils sont en cours de développement (voir revues (Gage, 2004; Kouchi et al., 2010)). 

Dans cette zone, les réponses induites par les FN correspondent à un réarrangement du 
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Figure 9 : Progression du cordon d’infection chez Medicago truncatula.  
 
A. Schéma de la progression du cordon d’infection à travers les poils racinaires. (1) Au départ, les cordons 
d’infection contiennent peu de bactéries et ont un contour d’apparence lisse. Des ponts cytoplasmiques connectent 
les cordons d’infection avec le noyau. De plus, un fin brin cytoplasmique relie le noyau à la partie basale du poil 
racinaire. (2) Associé avec la migration du noyau, l’écart entre le cordon d’infection et le noyau s’agrandit et les 
ponts cytoplasmiques s’affinent. (3) La partie la plus ancienne du cordon d’infection développe une apparence 
irrégulière. (4) Lorsque le cordon d’infection atteint la base du poil racinaire, la surface du cordon est totalement 
irrégulière et le noyau n’est plus positionné à l’extrémité du cordon d’infection.  
B. Profil du calcium spiking au cours de l’infection rhizobienne. (1) La cellule corticale c1, prête à être 
infectée, visible par la mise en place d’un cordon de pré-infection la reliant à la cellule épidermique (vert : 
agrégation cytoplasmique), affiche une faible fréquence d’oscillations calciques en comparaison à la cellule c2.  (2) 
Une haute fréquence d’oscillations calciques est associée à la pénétration du cordon d’infection dans la cellule c1. 
(3) Lors du passage du cordon d’infection dans la cellule c1, une diminution progressive de l’amplitude et de la 
fréquence des oscillations calciques est observée. IT : cordon d’infection (infection thread).  
 
A. Fournier et al., 2008 ; B. Sieberer et al., 2012 
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cytosquelette (après 3 à 5 minutes), un calcium spiking nucléaire (15 minutes après) suivi par 

une déformation des poils racinaires (1h à 3h après) (voir revues (Jones et al., 2007; Murray, 

2011)). La déformation à l’extrémité des poils correspond à un gonflement puis à une 

nouvelle croissance du poil (Gage, 2004; Kouchi et al., 2010). La redirection de la croissance 

du poil en réponse aux FN nécessite une réorganisation du réseau d’actine et des 

microtubules, vraisemblablement à travers l’action du Ca2+. Ainsi, le poil se courbe jusqu’à 

former une crosse de berger à l’intérieur de laquelle les bactéries se divisent activement 

(Figure 8 gauche) (Gage, 2004). A partir de ce foyer d’infection, la membrane plasmique 

s’invagine pour former une structure tubulaire appelée cordon d’infection. L’intérieur du 

cordon d’infection correspond au côté externe du poil et possède donc une paroi végétale. 

Lorsque le cordon d’infection se forme, celui-ci est connecté au noyau par un réseau de 

microtubules (Figure 9A). L’extrémité du cordon, qui a une croissance soutenue, est un site 

de néo-synthèse de la paroi végétale alimentée par un trafic actif de vésicules.  

 

d. Progression des cordons d’infection    
Au sein du cordon, les rhizobia alignées en tête à queue forment une colonne interrompue par 

des espaces vides de tailles variables (Figure 9A) (Fournier et al., 2008). Cependant, après 

multiplication des bactéries, ces espaces vides sont comblés. La multiplication bactérienne a 

donc lieu à plusieurs endroits au sein du cordon. Une fois dans les cordons d’infection, les 

rhizobia, dépourvues de flagelles, se déplaceraient via un mouvement de glissement. Ce mode 

de déplacement pourrait être facilité par la matrice fluide entourant les bactéries et constituée 

d’exopolysaccharides de surface (EPS) secrétés par les rhizobia. La croissance des cordons 

d’infection apparait irrégulière et discontinue, comprenant des phases d’élongation rapides et 

lentes, voire même stoppées (Fournier et al., 2008). L’élongation des cordons d’infection 

précèdent la colonisation bactérienne dans le compartiment apoplastique permettant ainsi 

d’anticiper la progression des bactéries à l’intérieur du cordon. Ceci suggère que ce processus, 

sans doute contrôlé par la plante hôte, ne nécessite pas de contact physique direct entre 

l’extrémité du cordon d’infection en développement et les bactéries. En concomitance avec la 

formation des cordons d’infection, les cellules corticales, adjacentes aux poils racinaires 

infectés, subissent des modifications qui permettront le passage futur des cordons (Gage, 

2004; Murray, 2011). Ainsi, des cordons de pré-infection se forment et sont associés à une 

dégradation localisée de la paroi aux pôles de ponts cytoplasmiques permettant le passage du 

cordon d’infection entre deux couches cellulaires. De plus, une haute fréquence d’oscillation 
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calcique, limitée à la cellule corticale infectée, est systématiquement observée à la fois dans 

les compartiments nucléaire et cytoplasmique (Figure 9B) (Sieberer et al., 2012). La 

similitude de ce calcium spiking avec celui d’un traitement après FN suggère que les 

oscillations calciques observées pourraient être élicitées par le symbiote, à l’intérieur du 

cordon d’infection, afin de préparer la cellule à l’infection. De manière intriguant, il a été 

observé que le profil du calcium spiking induit par les rhizobia ou les champignons AM est 

fortement similaire au cours des différents stages de l’infection (Sieberer et al., 2012).  

En concomitance avec l’infection bactérienne, les cellules corticales de la racine se divisent 

activement et forment un primordium nodulaire (III.1). Les cordons d’infections progressent 

au sein de la racine jusqu’à atteindre le primordium et certaines cellules non infectées 

s’organisent en un méristème. Lorsque la nodosité se forme, les cordons d’infection, sous le 

méristème, continuent à se développer et forment un réseau branché dans une zone de la 

nodosité dite d’infection (III.2). 

 

 

 

III. Le développement nodulaire 

1. Formation d’un primordium nodulaire 

a. Les gènes clés impliqués dans la formation d’un primordium 

nodulaire 

L’organogenèse nodulaire débute par la réactivation des divisions des cellules corticales qui a 

lieu en parallèle à l’infection bactérienne. Ces deux événements peuvent être spatialement 

séparés, même s’ils requièrent la reconnaissance des FN par la plante hôte (Figure 8) (voir 

revues (Oldroyd & Downie, 2008; Murray, 2011; Oldroyd et al., 2011)). La découverte de 

plantes mutantes capables de développer des pseudo-nodosités en l’absence de rhizobia 

(nodosités spontanées) a permis d’identifier des déterminants clés dans la formation d’un 

primordium nodulaire chez L. japonicus et M. truncatula (Gleason et al., 2006b; Tirichine et 

al., 2006b). Ces pseudo-nodosités, petites et de couleur blanche, sont dépourvues de rhizobia 

et de cordon d’infection. 
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Figure 10 : Formation de nodosités spontanées.  
 
A. Chez Medicago truncatula, la forme auto-active de CCaMK (ou DMI3) conduit à la formation de 
nodosités spontanées. Panel du haut : Complémentation de la mutation dmi3-1 par l’expression de DMI3 sous le 
contrôle du promoteur endogène. Les bactéries sont visibles en bleues. Panel du bas : Induction de nodosités 
spontanées suite à l’expression de la forme auto-active de DMI3 sous le promoteur endogène dans un fond mutant 
dmi3-1. Absence d’infection bactérienne après inoculation avec Sinorhizobium meliloti. Barres d’échelle : 40µm 
(photos de gauche) ; 1mm (photos du milieu) ; 0,25mm (photos de droite).  
B. Chez Lotus japonicus, la surexpression de NIN induit des divisions cellulaires corticales. Racines de 6 
semaines exprimant le gène NIN sous le contrôle du promoteur de l’ubiquitine. Les bumps et les racines latérales 
malformées sont indiquées respectivement par des têtes de flèches et flèches. Barre d’échelle : 5mm.  
C. Chez L. japonicus, le mutant gain de fonction snf2 induit la formation de nodosités spontanées. Les têtes 
de flèches indiquent les nodosités spontanées âgées de 5 semaines et formées chez un mutant exprimant une forme 
auto-active du récepteur aux CK, LHK1.  
 
A. Gleason et al., 2006 ; B. Soyano et al., 2013 ; C. Tirichine et al., 2007 
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Chez M. truncatula et L. japonicus, une mutation gain de fonction dans la protéine CCaMK 

conduit à la nodulation même en l’absence des rhizobia (Figure 10A) (Gleason et al., 2006b; 

Tirichine et al., 2006a). Cependant, cette forme de CCaMK n’est pas suffisante pour induire 

les changements morphologiques associés à l’infection bactérienne, suggérant que la protéine 

est aussi importante pour ce processus. Chez M. truncatula, l’expression de CCaMK (ou 

DMI3) est associée à la fois aux cellules de l’épiderme et du cortex (Rival et al., 2012). Il a 

été montré que l’expression de CCaMK, dans les cellules de l’épiderme de plantes mutantes 

dmi3, est suffisante pour conduire à la formation des cordons d’infections mais ne permet pas 

l’induction des divisions des cellules corticales. Cependant, l’induction des divisions 

cellulaires du cortex interne est possible par la double expression de CCaMK dans les cellules 

épidermiques et corticales. Donc, CCaMK, en décodant les oscillations calciques, pourrait 

jouer un rôle essentiel dans la coordination de l’infection bactérienne et la mise en place du 

primordium nodulaire.  

Plusieurs données montrent que certains régulateurs transcriptionnels de la voie de 

signalisation des FN, tels que NSP1, NSP2, ERN1 et NIN, sont requis pour la formation de 

nodosités spontanées induite par l’auto-activation de la protéine CCaMK. Chez M. truncatula, 

les mutants nsp1 et nsp2 présentent une déformation normale du poil absorbant ainsi qu’un 

calcium spiking, mais sont défectueux dans l’infection bactérienne et dans l’activation des 

divisions des cellules corticales (Catoira et al., 2000; Oldroyd & Long, 2003). De plus, chez 

les plantes exprimant la protéine CCaMK sous une forme constitutivement active, l’induction 

d’ENOD11 n’est plus ou partiellement observée dans un fond mutant, respectivement nsp2 et 

nsp1 (Gleason et al., 2006b). Les FT NSP1 et NSP2 jouent donc un rôle dans l’organogenèse 

nodulaire en aval de CCaMK. Les plantes bit1-1 (branching infection threads1-1) mutées 

dans le gène ERN1, développent, plusieurs semaines après inoculation, des « bumps » 

(structure en forme de dôme visible à la surface racinaire, correspondant à un amas de cellules 

en division) (Mitra & Long, 2004; Middleton et al., 2007b). Cependant, aucun primordium ou 

nodosité ne se forme, sûrement du au blocage des cordons d’infection. De plus, les plantes 

mutantes bit1-1 ne forment pas de nodosité spontanée activée par le mutant gain de fonction 

CCaMK, indiquant qu’ERN1 est aussi important pour l’organogenèse nodulaire (Middleton et 

al., 2007b). Chez M. truncatula et L. japonicus, les plantes mutées dans le gène NIN sont 

incapables de former des cordons d’infection et aucune division cellulaire dans le cortex n’est 

observée (Schauser et al., 1999; Marsh et al., 2007). De même que NSP1, NSP2 et ERN1, il a 

été montré, chez M. truncatula, que NIN est requis pour la formation des nodosités induites 



Conjugaison 
CKX 

Dégradation 

LOG LOG LOG LOG 

Figure 11 : Voie de biosynthèse des cytokinines chez Arabidopsis thaliana. 
 
La production d’isoprénoïde provient de la voie MEP ou de la voie MVA. Les enzymes clés de biosynthèse des 
CK sont l’IPT, la CYP735A et la LOG. Les formes actives des CK, IP, tZ, DZ et cZ, peuvent être inactivées par 
conjugaison ou dégradées par la CKX. 
 
CKX : cytokinin oxidase ; CYP735A : Cytochrome P450 monooxygenase 735A ; cZ : cis-zeatin ; DMAPP : dimethylallyl 
pyrophosphate ; DZ : Dihydrozeatin ; HMBDP : (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl diphosphate ; IP : N6-(2-
isopentenyl)adenine ; IPT : isopentenyltransferase ; LOG : lonely guy ; MEP : méthylérythritol phosphate ; MVA : 
mévalonate ; tZ : trans-zeatin. 
 
D’après Sakakibara, 2006 ; Kamada-Nobusada & Sakakibara, 2009 
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par la forme auto-active de CCaMK (Marsh et al., 2007). Récemment, il a aussi été montré, 

chez L. japonicus, qu’en l’absence de rhizobia, la surexpression de NIN induit la division des 

cellules corticales menant à la formation de bumps (Figure 10B) (Soyano et al., 2013). 

L’activation de ces divisions cellulaires pourrait passer par les FT LjNF-YA1 et LjNF-YB1 (L. 

japonicus nuclear factor Y subunit A1/B1), cibles directes de NIN.  

Chez L. japonicus, le mutant snf2 (spontaneous nodule formation) développe des nodosités en 

l’absence de son symbiote Mesorhizobium loti ou de molécules signal bactériennes (Figure 

10C) (Tirichine et al., 2007). snf2 correspond à une mutation gain de fonction rendant le 

récepteur des CK, LHK1 (Lotus Histidine Kinase 1), constitutivement actif. De plus, un 

traitement exogène de CK conduit à l’apparition de primordia nodulaires en l’absence de rhizobia 

chez L. japonicus (Heckmann et al., 2011a). Les CK jouent donc un rôle crucial dans 

l’établissement du primordium nodulaire qui sera détaillé ci-dessous. 

 

b. Le contrôle de l’organogenèse nodulaire par les cytokinines 

i. Biosynthèse et voie de signalisation des cytokinines 

Les CK sont des phytohormones qui jouent un rôle clé dans la division et la différenciation 

cellulaire, mais aussi dans le développement des bourgeons axillaires et des tissus vasculaires, 

dans la sénescence des feuilles et dans la formation des organes latéraux racinaires (voir revue 

(Frébort et al., 2011)). Le site majeur de biosynthèse des CK est localisé dans la pointe des 

racines et le transport à longue distance des racines vers les feuilles passe par le xylème.  

Biosynthèse et dégradation des cytokinines 

La biosynthèse des CK isoprénoïdes débute avec le transfert d’un groupement isoprénoïde à 

l’adénine (Figure 11) (voir revues (Sakakibara, 2006; Kamada-Nobusada & Sakakibara, 

2009; Frébort et al., 2011)). Cette étape est catalysée soit par l’adénylate IPT (isopentenyl 

transferase) qui transfère un groupement isoprénoïde sur l’atome N6 de l’ATP, l’ADP ou 

l’AMP, soit par l’IPT-ARNt, agissant de la même façon mais sur une adénine d’un ARNt. 

Chez les plantes, la production d’isoprénoïde provient soit de la voie du mévalonate (MVA), 

soit de la voie du méthylerythritol phosphate (MEP). Le produit de la réaction catalysée par 

l’adénylate IPT peut subir une trans-hydroxylation via l’enzyme cytohrome P450, CYP735A 

(cytochrome P450 monooxygenase 735A). Les CK sont ensuite produites sous une forme 

active suite à l’action de l’enzyme LOG (lonely guy), une phosphoribohydrolase. Les CK 

peuvent être inactivées par conjugaison via différents substrats (sucre, alanine ou méthylthiol) 



cytokinines 

membrane plasmique 

cytosol 

H H 
P 

AHP 

AHK 

H 

D 

H 

D 

enveloppe nucléaire 

noyau 

RR-B 

H 

+ 

RR-A 

D DB 

D 

RR-B 

H 

+ 

RR-A 

D DB 

D 

D 

D 

Modèle 1 Modèle 2 

P 

P P 

P 

P P 
P 

Figure 12 : Voie de signalisation des cytokinines chez Arabidopsis thaliana. 
 
Les CK sont perçues par des protéines histidine kinase (HK) entraînant la phosphorylation de ces protéines sur un 
résidu histidine (H). Le phosphate (P) est ensuite transféré sur un résidu aspartate (D) du domaine receveur puis 
sur une protéine histidine de phosphotransfert (HP). La phosphorylation de la protéine mène à sa relocalisation 
dans le noyau et permet le transfert du phosphate sur des protéines régulatrices de réponses de type B (RR-B). Ces 
protéines sont des FT constitués d’un domaine accepteur de phosphate (D) et d’un domaine de liaison à l’ADN 
(DB). Les protéines RR-B phosphorylées activent les gènes de réponses aux CK, incluant les protéines 
régulatrices de réponses de type A (RR-A). Deux modèles sont proposés concernant le rétrocontrôle négatif des 
RR-A sur la signalisation des CK. Le modèle 1 suggère que la phosphorylation de RR-A par les HP entraîne une 
compétition entre les RR-B et les RR-A, empêchant ainsi l’activation des RR-B par phosphorylation. Le modèle 2 
émet l’hypothèse que l’inactivation des RR-B par les RR-A est dû à la formation d’un complexe hétérodimère 
entre RR-B et RR-A via le domaine accepteur de phosphate. 
 
D’après Kim, 2008 ; Hwang et al., 2012 
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ou dégradées de manière irréversible par les CKX (cytokinines oxidase) qui clivent la chaîne 

latérale isoprénoïde. 

Voie de signalisation des cytokinines 

Chez A. thaliana, un criblage de mutants EMS (ethyl methanesulfonate) a permis d’identifier 

CRE1 (cytokinin response 1) comme récepteur des CK, précédemment identifié comme WOL 

(wooden leg) et AHK4 (Arabidopsis histidine kinase 4) (Mähönen et al., 2000; Inoue et al., 

2001; Ueguchi et al., 2001). Outre CRE1/WOL/AHK4, deux autres récepteurs des CK ont été 

identifiés : AHK2 et AHK3 (Arabidopsis histidine kinase 2 et 3). La protéine CRE1 possède 

un domaine de reconnaissance aux CK nommé CHASE (cyclase/histidine kinase associated 

sensory extracellular), un domaine histidine kinase, un domaine accepteur de phosphate et 

plusieurs domaines transmembranaires. La liaison avec les CK induit chez CRE1 une 

autophosphorylation puis un transfert interne du phosphate sur le domaine accepteur (Figure 

12) (voir revues (Kim, 2008; Hwang et al., 2012)). Ce phosphate est ensuite transféré aux 

protéines de transfert du phosphate, les HP (histidine-containing phosphotransfer domain 

protein). Il a été montré qu’en plus de sa fonction kinase, CRE1 a aussi une fonction 

phosphatase lui permettant de déphosphoryler les protéines HP en l’absence de CK (Mähönen 

et al., 2006). Ceci permettrait l’inactivation rapide de la voie de signalisation en l’absence de 

CK. En réponse aux CK, les HP sont relocalisées dans le noyau afin de transférer le 

groupement phosphate du récepteur à des régulateurs de réponses nucléaires de type B (RR-

B) (Figure 12) (D'Agostino & Kieber, 1999; Hwang & Sheen, 2001; Kim, 2008; Frébort et 

al., 2011; Hwang et al., 2012). Ces RR-B sont des FT avec un domaine accepteur de 

phosphate, un domaine de localisation nucléaire (NLS) et un domaine de liaison à l’ADN de 

type GARP (golden2/type-A response regulator/phosphate starvation response 1). Les RR-B 

régulent l’expression des gènes de réponses primaires aux CK, incluant les RR de type A 

(RR-A), constitué uniquement d’un domaine accepteur de phosphate. En parallèle aux RR-B, 

les protéines CRF (cytokinin response factor), incluant des membres de la famille des FT des 

AP2/ERF (apetala2/ethylene response factor), induisent des gènes de réponses aux CK 

spécifiques ou en communs avec ceux régulés par les RR-B (Rashotte et al., 2006). 

Contrairement aux RR-B, les RR-A sont des régulateurs négatifs de la voie de signalisation 

des CK. Deux modèles ont été proposés concernant le rétrocontrôle négatif des RR-A (Figure 

12) (voir revue (Kim, 2008)). Le premier modèle émet l’hypothèse que les RR-A rentrent en 

compétition avec les RR-B pour la phosphorylation par les HP. Le deuxième modèle suggère 
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Figure 13 : Phénotype symbiotique des plantes RNAi-Mtcre1 et du mutant cre1 chez Medicago truncatula. 
 
A-B. Phénotype des plantes RNAi-MtCRE1. A. Observation de la progression des cordons d’infection sur des 
racines transgéniques RNAi-GUS ou -MtCRE1. Les plantes ont été inoculées avec la souche de Sinorhizobium 
meliloti portant la construction pHEMA::LACZ (bleue). Les têtes de flèches indiquent les divisions des cellules 
corticales, uniquement présentes chez les plantes RNAi-GUS. Barres d’échelle : 25 µm. B. Graphe représentant le 
nombre de nodosités par racine chez des plantes RNAi-GUS, RNAi-MtCRE1, RNAi-MtHK2 et RNAi-MtHK3 15 
jours après inoculation (en haut). Photos du système racinaire des plantes RNAi-GUS et RNAi-MtCRE1 un mois 
après inoculation  avec S. meliloti (en bas). Les têtes de flèches montrent les nodosités.  
C. Phénotype des plantes mutantes cre1-2. Coupes de nodosités (80 µm) âgées de 7 jours chez le sauvage (WT) 
et de 15 jours chez le mutant cre1-2. Visualisation de l’autofluorescence des nodosités (en haut) et en lumière 
blanche après une coloration au lugol révélant les amyloplastes dans l’interzone II-III (en bas). Barres d’échelle : 
100 µm. 
 
MtCRE1 : M. truncatula cytokinin response 1 ; MtHK2 : M. truncatula histdine kinase 2 ; MtHK3 : M. truncatula histidine 
kinase 3. 
 
A-B. D’après Gonzalez-Rizzo et al., 2006 ; C. Plet et al., 2011 
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la formation d’un complexe hétérodimère inactif entre RR-B et RR-A via leur domaine 

accepteur hautement conservé. 

 

ii. Les divisions des cellules corticales à l’origine du primordium nodulaire sont 

dépendantes des cytokinines 

Des souches de rhizobia mutantes nod- sont incapables de synthétiser des FN et, par 

conséquent, de noduler leur plante hôte. Cependant, l’incapacité de former des nodosités est 

partiellement restaurée lorsque le gène de la trans-zeatine synthase (tzs) est introduit dans la 

souche nod- (Cooper & Long, 1994). De plus, chez L. japonicus, un traitement exogène aux 

CK ou une mutation gain de fonction dans le récepteur des CK conduit à la formation de 

pseudo-nodosités (Figure 10C) (Tirichine et al., 2007; Heckmann et al., 2011a). 

Chez M. truncatula, des premières études réalisées sur des plantes RNAi-MtCRE1 (M. 

truncatula cytokinins response 1) ont montré un arrêt des cordons d’infection dans l’épiderme 

et une absence de divisions des cellules corticales (Figure 13A) (Gonzalez-Rizzo et al., 

2006b). Dans certains cas, des divisions des cellules corticales ont lieu et un primordium 

nodulaire est formé (Figure 13B). L’obtention par TILLING (targeting-induced local lesions 

in genomes) de 3 allèles mutants dans le gène MtCRE1 a permis de confirmer le phénotype 

obtenu par RNAi (Plet et al., 2011). Les nodosités cre1-2 formées ont une forme arrondie et 

leur structure interne est très altérée (Figure 13C). De façon intéressante, aucun des mutants 

ne présente un phénotype dans la partie aérienne, suggérant ainsi que MtCRE1 contribue 

majoritairement au développement des organes de la partie racinaire. Une mutation perte de 

fonction (hit1 : hyperinfected 1) dans le gène orthologue à MtCRE1, chez L. japonicus, cause 

un nombre surnuméraire d’infections et les cordons d’infection sont bloqués au niveau de 

l’interface épiderme-cortex, de plus, aucune  division cellulaire n’est détectée (Murray et al., 

2007). Les CK sont donc nécessaires et suffisantes pour induire la division des cellules 

corticales et sont capables de mimer certains effets des FN (voir revue (Frugier et al., 2008)). 

 

iii. Interconnexion entre voie de signalisation des facteurs Nod et des cytokinines  

Afin de placer la voie des CK par rapport à la voie de signalisation des FN (Figure 14), des 

plantes portant la mutation snf2 et générant des nodosités spontanées ont été analysées dans 

différents fonds mutants de la voie de signalisation des FN chez L. japonicus (Tirichine et al., 

2007). La présence de nodosités spontanées dans les fonds mutants nfr1-1, nfr5-2, symrk et 



Facteurs Nod 

Figure 14 : Evènements de signalisation en amont de CRE1 dans la mise en place d’un primordium 
nodulaire chez Medicago truncatula. 
 
La voie de signalisation des FN conduit à l’activation de la voie de signalisation des CK. Les CK contrôlent 
l’organogenèse nodulaire via CRE1. En aval de CRE1, RR1 active RR4 et CKX1 qui inhibent l’action des CK. 
RR1 régule aussi l’expression des gènes mir171h et bHLH376, importants pour la nodulation, ainsi que le FT 
NSP2. Les interactions prouvées sont indiquées par des flèches pleines, tandis que les interactions putatives sont 
représentées par des flèches en pointillées. Orange : épiderme ; vert : cortex ; jaune : endoderme ; rouge : péricycle 
; marron : stèle ; bleu : primordium nodulaire. 
 
bHLH476 : basic helix-loop helix 476 ; CCaMK : calcium- and calmodulin- dependent serine/threonine protein kinase ; 
CKX1 : cytokinin oxidase 1 ; CRE1 : cytokinin response 1 ; DMI2 : does not make infection 3 ; LYK : LysM domain-
containing receptor-like kinase ; NFP : Nod factor perception ; NSP2 : nod signaling pathway 2 ; RRs : response regulators ; 
RR4 : response regulator 4.  
 
D’après Ariel et al., 2012 
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ccamk et l’absence de nodosités spontanées dans les fonds mutants nin et nsp2 montrent que 

le récepteur des CK chez L. japonicus agit en aval de LjNFR1/LjNFR5, SYMRK et CCaMK 

mais en amont de NIN et NSP2. De plus, chez M. truncatula, l’expression des gènes NSP2 et 

NIN est induite par un traitement exogène de CK, via MtCRE1, et réprimée dans les plantes 

RNAi-MtCRE1 (Gonzalez-Rizzo et al., 2006b; Plet et al., 2011).  

Chez M. truncatula, des gènes candidats de réponse précoce aux CK ont été trouvés à partir 

d’une analyse transcriptomique réalisée sur des apex racinaires après traitement exogène aux 

CK (Ariel et al., 2012). En parallèle, une approche SELEX (systematic evolution of ligands 

by exponential enrichment) sur MtRR1 (M. truncatula response regulator 1), un RR de type 

B,  a permis l’identification d’une séquence consensus de 12 paires de bases (pb), nommée 

RRBS (response regulator binding site). Le recoupement de ces données a permis d’identifier 

CKX1 (cytokinines oxidase 1), MtRR4 (RR-A), NSP2, bHlH476 (basic helix-loop-helix 476) 

et un FT de la famille des AP2/ERF comme gènes de réponses primaires aux CK directement 

régulés par MtRR1 (Figure 14). Donc, à travers MtRR1, les CK agissent directement sur 

l’expression de NSP2. De plus, il a été montré que les cis éléments RRBS, présents dans les 

promoteurs de NSP2 et MtRR4, sont requis pour l’expression des gènes dans le primordium 

nodulaire (Ariel et al., 2012).  

Les CK et les gènes de réponses aux FN jouent donc des rôles essentiels dans le 

développement d’un primordium nodulaire. De manière intrigante, la zone racinaire de 

sensibilité aux FN, où l’infection bactérienne et la formation du primordium nodulaire ont 

lieu, correspond aussi à la zone où le primordium d’une racine latérale (RL) se développe 

(voir revue (Desbrosses & Stougaard, 2011)). Or, les CK sont aussi impliquées 

(négativement) dans la formation du primordium des RL et les FN sont capables de stimuler 

le développement des RL (Oláh et al., 2005; Maillet et al., 2011). Cet effet sur les RL pourrait 

représenter une fonction ancestrale des FN suggérant que le programme d’organogenèse 

nodulaire aurait pu évoluer à partir de celui des RL (Couzigou et al., 2012).  

 

c. Convergence et divergence dans l’organogenèse d’une nodosité et 

d’une racine latérale 

Les nodosités indéterminées sont issues de la réactivation des cellules du cortex interne (et du 

péricycle), alors que les cellules fondatrices de la RL sont localisées dans le péricycle. Le 

système vasculaire est soit central dans les RL ou en périphérie dans les nodosités chez les 
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Figure 15 : Expression du marqueur auxinique GH3 au cours du développement des primordia de racines 
latérales et de nodosités chez le trèfle. 
 
A-C. Développement des RL. A. A l’initiation des RL, GH3 est exprimé dans les tissus vasculaires, incluant les 
cellules du péricycle qui ne se divisent pas (flèches) à côté du pôle du xylème. B. Les cellules du péricycle se 
divisent et expriment pGH3::GUS, contrairement aux cellules de l’endoderme. C. Dans les RL émergentes, les 
cellules des tissus vasculaires nouvellement formés expriment pGH3::GUS. De plus, quelques cellules du cortex 
de la racine primaire présentent une coloration bleue (tête de flèche) au site d’émergence de la RL. p : péricycle ; 
e : endoderme ; c : cortex. Barres d’échelle : 50 µm (A) ; 20 µm (B) ; 80 µm (C) 
D-F. Développement des nodosités. D. 30 heures après inoculation (hai), toutes les cellules du cortex et des 
vaisseaux expriment pGH3::GUS, avant la division des cellules du cortex interne. E. 50 hai, les premières cellules 
du cortex interne se divisent et expriment fortement pGH3::GUS, alors que les cellules corticales adjacentes 
montrent une très faible coloration GUS. F. 5 jours après inoculation, l’expression de pGH3::GUS a lieu sur les 
côtés de la nodosité (flèches), mais n’est pas détectée dans le centre du primordium nodulaire. 
Barres d’échelle : 120 µm (D) ; 40 µm (E) ; 100 µm (F). 
 
D’après Mathesius et al., 1998 
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légumineuses. Ainsi, les nodosités sont considérées comme différentes des RL. Cependant, 

ces deux organes partagent des points communs qui amènent à supposer que la nodosité aurait 

pu évoluer à partir d’une RL (voir revue (Desbrosses & Stougaard, 2011)). Les points 

communs ou divergents entre l’organogenèse d’une nodosité et d’une RL vont être traités ci-

dessous, en mettant en avant le rôle joué par deux hormones clés, les CK et les auxines. 

 

i. La régulation du transport polarisé de l’auxine à l’origine de la formation d’un 

organe latéral 

L’auxine, ou acide indole acétique (AIA), est une phytohormone qui est majoritairement 

synthétisée à partir du tryptophane dans les tissus jeunes de la partie aérienne (voir revue 

(Ljung, 2013)). Cette hormone est impliquée dans les réponses au photo et gravitropisme, 

dans le développement des tissus conducteurs et des RL, dans le contrôle de la croissance des 

parties aériennes, de la phyllotaxie et de la dominance apicale. Ces multiples effets à l’échelle 

de la plante résultent du contrôle des auxines sur la division, l’élongation et la différenciation 

cellulaire. Le transport de l’auxine dans le phloème est polarisé et est déterminé par la 

localisation membranaire des transporteurs d’influx, les AUX/LAX (auxin1/like-aux1), et 

d’efflux, les PIN (pin-formed). Les auxines ont souvent des rôles antagonistes aux CK, et la 

balance auxine/cytokinine joue un rôle prépondérant dans l’organogenèse. 

Chez le trèfle, suite à l’inoculation par rhizobia, et avant que les premières divisions des 

cellules corticales aient lieu, des modifications de l’expression de GH3 (glycoside hydrolase 

family 3) (gène rapporteur de l’auxine) sont observées (Mathesius et al., 1998). Ces 

modifications peuvent être mimées par un inhibiteur du transport polarisé de l’auxine, mais 

aussi par les flavonoïdes et les FN, et correspondent à une augmentation du niveau d’auxine, 

au-dessus du site d’inoculation (Mathesius et al., 1998). De plus, chez Medicago, en l’absence 

de rhizobia, des inhibiteurs du transport de l’auxine induisent la formation de pseudo-

nodosités (Hirsch et al., 1989; Rightmyer & Long, 2011). Donc, l’inhibition du transport 

polarisé de l’auxine, menant à une accumulation d’auxine, précède les étapes précoces de la 

formation d’une nodosité (Figure 15). Chez le trèfle, une forte accumulation d’auxine est 

aussi détectée dans les cellules progénitrices du primordium racinaire (Figure 15) (Mathesius 

et al., 1998). Chez A. thaliana, l’utilisation de DR5 (D1-4 auxin response element 5’ of GH3) 

(marqueur auxinique) a aussi permis de montrer que l’initiation des RL est corrélée avec une 

accumulation d’auxine (voir revue (Benková & Bielach, 2010)).  
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Figure 16 : Mécanisme moléculaire contrôlant l’activité du méristème apical racinaire chez Arabidopsis 
thaliana. 
 
A. Les cytokinines et les auxines contrôlent la taille du méristème racinaire. Les fonds de couleurs bleu et 
rouge correspondent respectivement au domaine d’activité de l’auxine et des cytokinines. Le maintien des cellules 
souches dépend de l’action combinée de SCR et PLT. SCR est requis pour la spécification des cellules du centre 
quiescent en maintenant l’expression de WOX5. La population de cellules souches de la columelle est restreinte via 
l’action du peptide CLE40. CLE40 permet la différenciation des cellules filles de la columelle en inhibant 
l’expression de WOX5 via son interaction avec le récepteur kinase ACR4. Les gènes PLT sont induits par l’auxine 
et leurs domaines d’activités sont restreints par les protéines PIN. En retour, PLT maintient l’expression des gènes 
PIN et donc du transport polarisé de l’auxine. Cette boucle de régulation est nécessaire pour maintenir l’activité des 
cellules souches et la croissance du méristème. A la zone de transition, les CK induisent les différenciations 
cellulaires via l’induction d’ARR12 et d’ARR1, ce dernier régule positivement l’expression de SHY2. En retour, 
SHY2 réprime les gènes PIN, et donc limite le transport auxinique. D’un autre côté, les auxines favorisent la 
dégradation de SHY2 permettant ainsi le maintien de l’activité des gènes PIN et des divisions cellulaires dans le 
méristème proximal. 
B. Détails sur l’action de SHY2 dans la zone de transition. SHY2 intervient aussi dans une boucle de 
rétrocontrôle négative en inhibant l’expression d’IPT5. 
 
ACR4 : Arabidopsis crinkly 4 ; AHK3 : Arabidopsis histidine kinase 3 ; AIA : acide indole acétique ; ARF : auxine response 
factor ; ARR1 : Arabidopsis response regulator 1 ; ARR12 : Arabidopsis response regulator 12 ; CLE40 : Clavata3/embryo 
surrounding region 40 ; IPT5 : isopentenyltransferase 5 ; PIN : pin-formed ; PLT : plethora ; SCR : scarecrow ; SHY2 : short 
hypocotyl 2 ; WOX5 : Wus-related homeobox 5. 
 
A. D’après Perilli et al., 2012  ; B. D’après Dello Ioio et al., 2008 
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ii. Le transport polarisé des auxines est  contrôlé par les cytokinines : cas du méristème 

apical racinaire 

Chez A. thaliana, il a été montré qu’un traitement exogène aux CK affecte l’expression 

spatiale des transporteurs d’auxine et du pool auxinique lors de l’initiation des RL (Laplaze et 

al., 2007). La connexion entre le transport polarisé d’auxine et les CK a été particulièrement 

étudiée dans l’étude du méristème apical racinaire. Dans les racines, le méristème apical est 

constitué d’une niche de cellules souches comprenant le centre quiescent, qui maintient les 

cellules souches en un état indifférencié, et un méristème proximal, où les cellules se divisent 

(voir revue (Perilli et al., 2012)). La frontière entre les cellules en division s’apprêtant à entrer 

en différenciation est appelée la zone de transition. Chez A. thaliana, la taille du méristème 

dépend d’une étroite coordination entre le taux de division cellulaire dans le méristème 

proximal, contrôlé par les auxines, et le taux de différenciation cellulaire dans la zone de 

transition, contrôlé par les CK (Figure 16A) (Dello Ioio et al., 2007; Perilli et al., 2012). Les 

CK via ARR1 (Arabidopsis response regulator 1) (RR-B) activent directement l’expression de 

SHY2 (short hypocotyl 2), un membre de la famille des gènes Aux/IAA (auxin/indole-3-

acetic acid inductible), qui inhibe l’expression de gènes PIN en formant un complexe avec les 

FT ARF (auxine response factor) (Figure 16B)  (Tian et al., 2002; Dello Ioio et al., 2008b). 

Donc les CK, en induisant SHY2, sont à l’origine d’une redistribution de l’auxine menant à la 

différenciation cellulaire. Au contraire, l’auxine agit sur la dégradation de SHY2, menant à 

lever l’inhibition sur l’expression des gènes PIN et permettant ainsi la division cellulaire. 

Chez Medicago, il a aussi été montré que la régulation de l’expression des gènes PIN et du 

transport polarisé de l’auxine passe par les CK (Plet et al., 2011). En effet, une induction de 

l’expression de certains gènes PIN est détectée dans les pointes racinaires du mutant cre1-1. 

De plus, chez ce mutant, l’inhibition du transport polarisé de l’auxine, suite à l’inoculation par 

rhizobia, n’est plus observée.  

 

iii. Rôle antagoniste des cytokinines dans la formation des nodosités et des racines 

latérales 

De nombreuses études indiquent que les CK jouent un rôle opposé dans la formation de la 

nodosité et de la RL. Par exemple, la diminution du pool de CK par la surexpression de la 

CKX chez L. japonicus, ou la diminution de la sensibilité aux CK avec le RNAi-MtCRE1 

chez M. truncatula, entraîne une augmentation du nombre de RL et une réduction du nombre 

de nodosités (Lohar et al., 2004b; Gonzalez-Rizzo et al., 2006b). Les CK sont donc des 
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Figure 17 : Expression d’ARR5 au cours du développement racinaire et de MtCRE1, ainsi que de MtRR4, au 
cours du développement nodulaire. 
 
A-B. Expression de pARR5::GUS au cours de la formation d’une racine latérale chez Lotus japonicus. A. 
ARR5 ne s’exprime pas dans les étapes précoces de la formation d’une RL. Les flèches pointent sur les divisions 
cellulaires. B. L’expression d’ARR5, indiquée par les flèches, est détectée à la base du dôme formé par les cellules 
en division puis dans le méristème du primordium des RL. LR : racine latérale ; VB : faisceaux vasculaires. Barres 
d’échelle : 25 µm  (A) ; 50 µm (B). 
C-H. Expression de MtCRE1 et MtRR4 au cours du développement des primordia nodulaires chez Medicago 
truncatula. C-E. Expression de pMtCRE1::GUS à différents stades du développement nodulaire. L’expression de 
MtCRE1 est détectée précocement dans les cellules corticales en division (C) puis dans le primordium nodulaire 
(D-E). F-H. Coupes longitudinales (F) et transversales (G-H) de racines transformées avec la construction 
pMtRR4::GUS, 3 jours après inoculation avec Sinorhizobium meliloti. MtRR4 est exprimé dans les cellules du 
péricycle (P) et du cortex interne (IC) en face du pôle de xylème (G-H). Barres d’échelle : 100 µm (C à E) ; 150 
µm (F) ; 50 µm (G-H). 
 
A-B. D’après Lohar et al., 2004 ; C-E. D’après Lohar et al., 2006  ; F-J. D’après Plet et al., 2011 
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régulateurs positifs de l’initiation des nodosités et des régulateurs négatifs dans la formation 

des RL. 

Chez Arabidopsis, l’application exogène de CK perturbe à la fois l’initiation et l’organisation 

du primordium des RL (Laplaze et al., 2007). Des plantes traitées aux CK ont un profil de 

division cellulaire anormale menant à une désorganisation des primordia de RL. Le retard, ou 

l’arrêt à un stade plus précoce dans le développement du primordium RL chez ces plantes, 

pourrait expliquer pourquoi on observe une réduction du nombre de RL. De plus, il a été 

montré que seules les cellules fondatrices du primordium des RL sont sensibles aux CK. Chez 

L. japonicus, l’expression d’ARR5 (Arabidopsis response regulator 5), un marqueur reflétant 

la réponse aux CK, n’est pas induite dans les cellules fondatrices du primordium des RL 

(Figure 17A) (Lohar et al., 2004b). Les cellules en division continuent à ne pas exprimer 

ARR5 jusqu’à ce qu’elles forment un cône. A ce moment-là, l’expression d’ARR5 est 

observée à la base du cône (Figure 17B). Les CK sont donc réprimées dans les étapes 

précoces de l’initiation des RL puis induites au cours du développement du primordium. En 

corrélant ces observations avec le fait que les CK altèrent fortement les premières divisions 

durant l’initiation des RL, on peut supposer qu’il est nécessaire d’abolir ou de diminuer le 

pool de CK dans les étapes précoces pour permettre la formation d’une RL. 

Chez M. truncatula, MtCRE1 est exprimé dans les cellules corticales et le primordium 

nodulaire (Figure 17C-E), puis restreint à la zone méristématique de la nodosité (Lohar et al., 

2006). Des données transcriptomiques montrent que MtRR4, gène de réponse primaire aux 

CK, est induit très précocement après inoculation avec S. meliloti (Lohar et al., 2006), puis 

dans le cortex interne et le péricycle de la racine (Figure 17F-H) (Plet et al., 2011). 

Contrairement à la formation des RL, les CK ne semblent pas réprimées dans les étapes 

précoces, corrélant avec l’impact positif des CK dans la formation d’un primordium 

nodulaire. 

 

iv. Autres régulateurs impactant sur la formation d’un primordium nodulaire et racinaire 

Chez les légumineuses, outre les CK, les hormones jouent un rôle à la fois dans la formation 

des nodosités et des RL qui peut varier selon la concentration et l’espèce étudiée. Chez M. 

truncatula, il a été montré que l’acide abscissique (ABA) favorise la croissance des RL mais 

joue un rôle négatif dans la formation nodulaire et l’infection bactérienne (Liang & Harris, 

2005; Ding et al., 2008). Chez L. japonicus, un mutant insensible à l’ABA, Beyma, montre 
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Figure 18 : Régulation de la formation de nodosités et de racines latérales selon la teneur en azote.  
 
En faible concentration d’azote ([N]), la formation des nodosités et des RL est favorisée. Cependant, si la racine 
perçoit une forte concentration d’azote localement (patch), la plante exploite cette ressource pour permettre 
l’élongation de la RL. Dans de faibles concentrations d’azote, les racines des légumineuses sont sensibles à 
l’infection par les rhizobia et développent des nodosités dans lesquelles l’azote atmosphérique est fixé puis 
transporté au sein de la plante hôte. La formation des nodosités contribue à l’émission d’un signal « Q » dérivant 
des racines vers la partie aérienne, lequel permet la production d’un signal inhibiteur dérivant des feuilles (SDI) et 
impliqué dans un rétrocontrôle négatif de la nodulation. En revanche, en condition de fortes concentrations 
d’azote, la formation des RL et des nodosités est inhibée. Les racines sont moins sensibles à l’infection et à la 
nodulation et, le développement nodulaire et la capacité de fixation azotée sont réduits.  
 
D’après Mohd-Radzman et al., 2013 
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une diminution de la taille de la racine et du nombre de RL, ainsi qu’une baisse de l’activité 

nitrogénase, sans pour autant impacter le nombre de nodosités (Biswas et al., 2009). Chez 

Pisum sativum et M. truncatula, une application exogène d’éthylène inhibe la nodulation (Lee 

& Larue, 1992; Penmetsa & Cook, 1997), tandis que l’ajout d’AVG 

(aminoethoxyvinylglycine), un inhibiteur de la synthèse d’éthylène, stimule la nodulation 

chez Medicago sativa (Peters & Crist-Estes, 1989). De plus, chez Medicago, le mutant sickle, 

altéré dans le gène MtEIN2 (M. truncatula ethylene insensitive 2) et insensible à l’éthylène, 

forme un nombre anormalement élevé de nodosités (Penmetsa & Cook, 1997). L’éthylène 

inhibe aussi la formation des RL (Mohd-Radzman et al., 2013). Par contre, chez L. japonicus, 

le mutant enigma, altéré dans le gène EIN2, ne présente pas de phénotype d’hypernodulation 

comme sickle, mais montre une réduction du nombre de nodosités et une augmentation du 

nombre de RL (Chan et al., 2013). Le jasmonate (JA), comme l’éthylène, est capable 

d’inhiber la nodulation chez M. truncatula en régulant les oscillations calciques induites par 

les FN (Sun et al., 2006). De plus, un traitement exogène de JA inhibe aussi la croissance 

racinaire. Chez L. japonicus, une diminution endogène d’acide salicylique (SA) mène à la fois 

à une augmentation du nombre de RL et de nodosités, par contre, chez M. truncatula, aucun 

phénotype racinaire n’est observé (Stacey et al., 2006). De manière locale ou systémique, la 

régulation de certaines de ces hormones, telles que l’auxine, l’éthylène et les CK, est 

dépendante des teneurs en azote (voir revue (Mohd-Radzman et al., 2013)). Or, l’azote est un 

nutriment essentiel pour les plantes et est impliqué dans le contrôle de la formation des RL et 

de la nodulation. Une faible concentration en azote dans le sol favorise à la fois la nodulation 

et la formation des RL, tandis qu’une forte teneur en azote dans le sol a un effet négatif sur le 

développement nodulaire et des RL (Figure 18). De plus, il a été montré que le gène 

NIP/LATD (numerous infections and polyphenolics/lateral root-organ defective), codant pour 

un transporteur de nitrate et de peptide, est impliqué à la fois dans le développement nodulaire 

et racinaire chez M. truncatula (Harris & Dickstein, 2010; Yendrek et al., 2010; Bagchi et al., 

2012). 

 

v. Hypothèse évolutive sur la formation d’un organe nodulaire à partir d’une racine 

latérale 

Outre les hormones et le nitrate, certains gènes sont impliqués à la fois dans la nodulation et 

dans la formation des RL, suggérant que certaines fonctions impliquées dans la formation des 

RL pourraient avoir été cooptées pour le développement nodulaire. Chez L. japonicus, le 
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Figure 19 : Chez Medicago truncatula, NOOT est nécessaire pour le maintien du programme 
développemental de la nodosité. 
 
A. Certaines plantes noot forment des racines à l’apex des nodosités (ici, 15 jours après inoculation). 
B. Nodosité noot formant une racine en position apicale et infectée par Sinorhizoium meliloti, laquelle exprime 
constitutivement la GFP (vert). 
C. La coloration au bleu de méthylène permet de visualiser les tissus vasculaires dans la racine et la nodosité. 
L’encart montre un grossissement de la région basale de la nodosité. Les vaisseaux dans la racine issue de la 
nodosité ne sont pas centraux. 
D. Coupe transversale d’une nodosité noot montrant la présence de deux stèles vasculaires. 
Barres d’échelle : 250 µm (A) ; 3 mm (F) et 1 mm dans l’encart ; 300 µm (G et H). 
 
D’après Couzigou et al., 2012 

Figure 20 : Profil d’expression de WOX5 dans les racines et les nodosités.  
 
A. Détection des transcrits de WOX5 par hybridation in situ chez Arabidopsis thaliana. La flèche indique la 
localisation de WOX5 dans les cellules du centre quiescent. Barre d’échelle : 20 µm. 
B-F. Expression de pWOX5::GUS. Expression de WOX5 dans les pointes racinaires du pois (B) et de Medicago 
truncatula (C). Représentation schématique de l’expression de WOX5 (bleue) dans une nodosité mature (D). 
Expression de WOX5 dans des nodosités 21 jours après inoculation chez le pois (E) et chez  M. truncatula (F). 
L’encart en (F) montre les tissus vasculaires. VBI : initiation des faisceaux vasculaires.  
 
A. D’après Haecker et al., 2004 ; B-F. D’après Osipova et al., 2012 
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mutant brush montre un phénotype nodulaire et racinaire dépendant de la température 

(Maekawa-Yoshikawa et al., 2009). A 26°C, le mutant forme peu de nodosités qui ne sont 

généralement pas colonisées par les rhizobia. De plus, la croissance de la racine primaire est 

retardée et l’anatomie du méristème racinaire apical montre une désorganisation des cellules 

et une diminution de l’expansion des cellules. Chez M. truncatula, les mutant sunn (super 

numeric nodules) présentent une réduction de la taille des RL et un phénotype 

d’hypernodulation (Schnabel et al., 2005). Autres exemples chez M. truncatula, l’homologue 

de CDC16 (cell division cycle 16) participe à la régulation du nombre de nodosités et de RL 

(Kuppusamy et al., 2009) ; et la protéine MtZR1 (M. truncatula Zinc Ribbon 1) est impliquée 

dans la formation des RL et impacte sur la taille des racines et des nodosités (Hopkins et al., 

2013).  

De manière intrigante, les mutants noot (nodule root) chez M. truncatula et l’orthologue coch 

(COCHLEATA) chez le pois forment des nodosités anormales qui développent en position 

apicale des racines (Figure 19A-B) (Couzigou et al., 2012). Cependant, chez le mutant noot, 

aucune altération dans la formation des RL n’a pu être observée. Les racines formées à partir 

des nodosités noot n’ont pas un système vasculaire central, comme le cas d’une racine 

normale, mais plusieurs faisceaux vasculaires en périphérie (Couzigou et al., 2012). Les 

faisceaux vasculaires de ces racines sont connectés à ceux de la nodosité dont elles sont issues 

(Figure 19C-D). Ceci indique que les racines présentes sur les nodosités mutantes 

proviennent des vaisseaux nodulaires plutôt que du méristème apical nodulaire. Or WOX5 

(wus-related homeobox 5), un marqueur du centre quiescent de la racine chez Arabidopsis, est 

aussi exprimé dans la zone d’initiation des vaisseaux dans une nodosité mature (Figure 20) 

(Haecker et al., 2004; Osipova et al., 2012). Il se pourrait alors que le développement 

nodulaire ait impliqué la fusion de plusieurs structures de type racine (Osipova et al., 2012).  

De plus, il a été montré, à travers l’étude du mutant bactérien exoY (exopolysaccharide Y), des 

mutants lin-4 (lumpy infections-4) et vapyrin-2 chez M. truncatula ainsi que du mutant alb1 

(aberrant localization of bacteria inside nodule 1) chez L. japonicus, que l’infection nodulaire 

est requise pour un développement normal des faisceaux vasculaires dans les nodosités 

(Imaizumi-Anraku et al., 2000; Guan et al., 2013). En effet, un arrêt prématuré de l’infection 

bactérienne entraine la formation de nodosités avec une vascularisation centrale, de manière 

similaire aux RL ou aux nodosités développées par Parasponia et les plantes actinorhiziennes 

qui partagent un ancêtre commun avec les légumineuses. Il est donc possible qu’au cours de 

l’évolution l’organe nodulaire se soit développé à partir d’une ou de plusieurs RL. 
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2. Les processus de différenciation mis en place dans une nodosité 

indéterminée chez Medicago 

Au sein du primordium nodulaire, certaines cellules se différencient afin d’accueillir les 

bactéries. Ces dernières sont relâchées dans le cytoplasme de la cellule hôte par un processus 

similaire à l’endocytose (Patriarca et al., 2002; Ferguson et al., 2010). Les bactéries sont alors 

entourées par une membrane d’origine végétale, appelée membrane péribactéroïde, qui 

devient à la fois une barrière physique et une interface d’échange entre les deux partenaires 

symbiotiques. A ce stade, les bactéries se différencient en bactéroïdes. Les bactéroïdes et la 

membrane péribactéroïde forment le symbiosome. Au sein de celui-ci, les bactéroïdes 

acquièrent la capacité de réduire l’azote atmosphérique en une forme assimilable par la plante 

hôte, via le complexe nitrogénase codé par les gènes nif (nitrogen fixation) (voir revue 

(Terpolilli et al., 2012)). La nitrogénase bactérienne est hautement sensible à l’oxygène (O2), 

lequel peut inactiver irréversiblement l’enzyme. Afin de permettre la fixation azotée, les 

plantes doivent donc fournir un environnement pauvre en O2 aux bactéroïdes. Pour cela, les 

plantes contrôlent la perméabilité des cellules à l’oxygène via une barrière de diffusion. En 

plus, dans les cellules infectées, les plantes synthétisent la léghémoglobine, qui permet à la 

fois de diminuer la concentration libre d’O2 et d’assurer un transport rapide de l’O2 jusqu’au 

site de respiration (Ott et al., 2005; Ott et al., 2009). Cette protéine est aussi responsable de la 

couleur rose des nodosités. Les processus de différenciation des cellules végétales et des 

bactéries sont donc des étapes obligatoires pour créer un environnement adéquat à la fixation 

azotée.   

 

a. Des mutants de plantes altérés dans la différenciation des nodosités  

i. Des mutants altérés dans l’infection et la libération des bactéries dans la cellule hôte 

Les mutants de plantes présentant un défaut dans l’infection et la libération des bactéries au 

sein des cellules hôtes regroupent les plantes mutantes nip/latd et ipd3 (interacting protein of 

DMI3), les plantes anti-sens Mtzpt2-1 (M. truncatula zinc finger protein 2-1), les plantes 

RNAi-MtNF-YA1 (M. truncatula nuclear factor Y subunit A1), RNAi-DMI2 et RNAi-

MtSYMREM1 (M. truncatula symbiotic remorin 1). 

MtSYMREM1, DMI2, IPD3 et NF-YA1, tous impliqués dans les étapes précoces de la 

nodulation (voir II.2.a et (Lefebvre et al., 2010; Laloum, 2013)), sont aussi importants pour la 
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Figure 21 : Des mutants de plantes altérées dans l’infection et la libération des bactéries au sein des cellules 
hôtes chez Medicago truncatula.  
 
A-F. MtSYMREM1 est requis pour la nodulation et l’infection rhizobienne. Phénotype des plantes RNAi-
MtSYMREM1 (D-F) par rapport aux plantes témoins (A-C). Photos de microscopie électronique  de la zone II de 
nodosités, où les cordons d’infection sont indiqués par un astérisque. Barres d’échelle : 1 mm (A et D) ; 100µm (B 
et E) ; 5µm (C et F)  
G-J. NIP est important pour la libération des bactéries et la formation du symbiosome. Images de 
microscopie confocale de nodosités sauvages (G) et nip (H-J) de 13 jours (G-I) et de 29 jours (H). Les bactéroïdes 
sont visualisés en vert et le bleu correspond à l’autofluorescence ; une cellule infectée typique est indiquée par une 
double tête de flèche ; les cordons d’infection sont signalés par une tête de flèche simple ; la tête de flèche écartée 
montre l’autofluorescence observée dans les cellules nodulaires. Barres d’échelle : 100µm (G-H) ; 20µm (I-J). 
 
A-F. D’après Veereshlingam et al., 2004 ; G-J. D’après Lefebvre et al., 2010 
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libération des bactéries dans les cellules de la plante hôte et, par conséquent, dans la 

formation du symbiosome. MtSYMREM1 est une protéine membranaire localisée dans les 

« rafts » lipidiques, retrouvée dans la zone II, le long des cordons d’infection, et dans la zone 

III, au niveau du symbiosome (Lefebvre et al., 2010). Des lignées transgéniques RNAi-

MtSYMREM1 et des mutants tnt1 (tobacco retrotransposon 1) révèlent que MtSYMREM1 

facilite la formation et le développement du symbiosome, notamment par la progression des 

cordons d’infection et la libération des bactéries dans la cellule hôte (Figure 21A-F). La 

protéine DMI2 est localisée dans la membrane plasmique et la membrane des cordons 

d’infection, dans les cellules de la partie distale de la zone II (ZIId) (Limpens et al., 2005). Au 

sein des nodosités formées par les plantes RNAi-DMI2, les cordons d’infection sont retrouvés 

dans les tissus centraux de la nodosité et aucun symbiosome n’est formé. DMI2 est donc 

important pour la restriction de la croissance des cordons d’infection dans la ZIId et 

l’endocytose des bactéries. Une mutation dans le gène IPD3 (Mtsym1, TE7, TE3) bloque la 

libération des bactéries dans les cellules nodulaires (Ovchinnikova et al., 2011). Dans les 

nodosités, l’expression d’IPD3 dans la zone de fixation, en plus de la zone d’infection, 

suggère qu’IPD3 pourrait aussi jouer un rôle dans des étapes tardives du développement du 

symbiosome. MtNF-YA1, anciennement appelé MtHAP2-1 (M. truncatula heme activator 

protein 2-1), appartient à une famille de FT, caractérisée par sa liaison à l’ADN via la boîte 

CCAAT (Laloum, 2013). Des plantes RNAI-MtNF-YA1 développent des nodosités 

sphériques dans lesquelles peu de bactéries sont  relâchées dans les cellules hôtes (Combier et 

al., 2006b). De plus, les cellules méristématiques ont une forme anormale et sont 

hypervacuolées. Ce FT joue donc un rôle dans la libération des bactéries et dans le maintien 

de l’activité méristématique.  

Les plantes mutantes nip/latd développent des petites nodosités arrêtées à un stade précoce de 

développement dans lesquelles les cordons d’infections prolifèrent anormalement et ne 

délivrent pas les bactéries (Figure 21E-J) (Veereshlingam et al., 2004; Bright et al., 2005). 

NIP/LATD est donc requis pour le développement des cordons d’infection et des nodosités. 

Mtzpt2-1 code pour un FT de la famille des protéines « Krüppel-like zinc finger » et 

s’exprime fortement dans les faisceaux vasculaires des racines et des nodosités (Frugier et al., 

2000b). Des plantes anti-sens Mtzpt2-1 développent des nodosités fix- dans lesquelles 

l’invasion bactérienne et la différenciation sont altérées. De plus, les nodosités anti-sens 

Mtzpt2-1 accumulent des amyloplastes dans la région centrale, normalement et uniquement 

présents dans l’interzone II-III chez les plantes témoins, signifiant que cette source de carbone 
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Figure 22 : Analyse du mutant dnf2 chez Medicago truncatula. 
 
A. Nombre de nodosités en fonction des jours après inoculation chez le sauvage (wild-type : WT) et le mutant dnf2-
4. Le code couleur des barres correspond à la couleur des nodosités. 
B. Photos de nodosités sauvages et mutantes dnf2-4 18 jours après inoculation. 
C. Coupes de nodosités observées au microscope confocal. Les bactéroïdes viables sont colorées par le Syto9 
(vert), tandis que les bactéroïdes morts sont colorés par l’iodure de propidium (rouge). 
Barres d’échelle : 1 mm (B photo de gauche) ; 0,5 mm (B) ; 50 µm (C) 
 
D’après Bourcy et al., 2013 
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n’est pas métabolisée par les bactéries. Mtzpt2-1 pourrait jouer un rôle dans les processus de 

communication, à longue ou courte distance entre les faisceaux vasculaires et la région 

centrale de la nodosité, requis pour le développement d’une zone de fixation azotée.  

 

ii. Des mutants altérés dans la persistance et/ou la différenciation des bactéroïdes 

Jusqu’à ce jour, très peu de mutants de plantes affectés dans les étapes qui suivent la 

libération des bactéries, correspondant à la persistance et la différenciation des bactéroïdes, 

ont été découverts.   

Une mutagenèse à l’EMS ou aux rayons γ a permis d’identifier des mutants de plantes 

affectées dans des étapes tardives de la nodulation (Sagan et al., 1995; Morandi et al., 2005). 

Cependant, aucun de ces mutants n’ont été caractérisés. Seules les plantes TR36, TR183, 

TRV36 et TRV43 ont été étudiées plus en détail (Maunoury et al., 2010). Ces plantes 

développent des nodosités ayant une sénescence précoce, dont les cellules végétales 

différenciées contiennent des bactéroïdes non différenciés.  

De plus, une mutagenèse à bombardement fast neutron a permis d’identifier 7 mutants non 

fixateurs (fix-), appelés dnf (defective in nitrogen fixation) (Starker et al., 2006). Jusqu’à ce 

jour, seuls DNF1 et DNF2 (defective in nitrogen fixation 1/2) ont été caractérisés. DNF2 est 

exprimé au niveau de la zone d’infection et de l’interzone II-III (Bourcy et al., 2013). Au sein 

des nodosités mutantes dnf2, la différenciation des cellules végétales est altérée et les 

bactéroïdes dégénèrent (Figure 22C). Ces nodosités ne développent pas de zone de fixation et 

une zone de sénescence apparaît précocement. De plus, les nodosités dnf2 ont une couleur 

brunâtre qui correspond à une accumulation de composés phénoliques (Figure 22A-B). DNF2 

code pour une putative PI-PLC (phosphatidylinositol phospholipase C) qui pourrait jouer un 

rôle dans la répression des réactions de défense ou dans la prévention contre une lyse 

prématurée du symbiosome. DNF1, quant à lui, code pour une sous-unité du complexe signal 

peptidase (SPC) impliqué dans la voie de sécrétion (Wang et al., 2010b). Le rôle de la 

protéine DNF1, qui est associé à la différenciation des bactéroïdes, sera détaillé plus tard 

(voir III.2.b.iii).  

 

iii. Cas particulier de MtbHLH1 

La protéine MtbHLH1 (M. truncatula basic helix-loop-helix 1) appartient à une large famille 

de FT et est localisée dans les racines et les nodosités (Godiard et al., 2011). Dans les 
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nodosités, MtbHLH1 est exprimé dans les primordia, les faisceaux vasculaires, ainsi que dans 

les cellules non infectées de la zone III. Une altération dans la fonction de MtbHLH1 

provoque une réduction de la croissance aérienne et cela malgré la capacité des nodosités à 

fixer l’azote atmosphérique. Ces nodosités présentent cependant une altération dans la 

structure des vaisseaux. Il a donc été proposé que MtbHLH1 puisse jouer un rôle dans le 

développement des faisceaux vasculaires nodulaires et dans les échanges nutritionnels entre 

les nodosités et les racines. 

 

En comparaison avec les étapes précoces du développement nodulaire (voie de signalisation 

des FN), on s’aperçoit que peu de gènes impliqués dans la différenciation nodulaire ont été 

identifiés. Récemment, la recherche de mutants nod- et/ou fix- à partir d’une population de 

mutants d’insertion tnt1 chez M. truncatula a permis de découvrir soit de nouveaux allèles de 

gènes connus, soit de nouveaux gènes impliqués dans le développement nodulaire (Pislariu et 

al., 2012). Six groupes ont été définis selon le phénotype nodulaire et des nouveaux mutants 

potentiellement fix- ont été isolés. L’analyse de ces mutants permettra de mieux comprendre 

les événements liés aux étapes de différenciation et de fixation azotée qui sont encore mal 

connus.  

De plus, dans le but de comprendre le lien entre la différenciation nodulaire et la régulation 

génique, des analyses transcriptomiques ont été réalisées chez M. truncatula à partir de 

mutants de plantes et de bactéries induisant des nodosités fix- (Maunoury et al., 2010; Moreau 

et al., 2011a). Ces analyses ont permis d’identifier plusieurs phases d’activation de la 

transcription au cours de la nodulation. Ces vagues de reprogrammation sont connectées avec 

les différentes étapes de la nodulation : la persistance d’une zone méristématique et l’infection 

bactérienne, la différenciation nodulaire indépendante de la différenciation des bactéroïdes ou 

au contraire dépendante et la fixation azotée. Ces données montrent aussi que la 

différenciation des cellules végétales précède celle des bactéroïdes, bien que ces deux 

processus soient coordonnés.   
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Figure 23 : Morphologie des bactéries lors de 
leur différenciation en bactéroïdes provenant des 
nodosités de Vicia sativa. 
 
Les cellules bactériennes ont une forme arrondie 
(A), puis s’allongent progressivement lors de leur 
différenciation en bactéroïdes (B-C), jusqu’à 
prendre une forme en Y (D). 
 
D’après Oke & Long, 1999 

Figure 24 : Morphologie des bactéroïdes ayant subit une différenciation  réversible versus irréversible. 
 
IP : iodure de propidium (agent intercalant de l’ADN exclu des cellules vivantes) ; l’astérisque rouge indique que le 
graphe correspond à l’endoréduplication de bactéries non différenciées issues de nodosités de Medicago truncatula, 
cependant ce graphe représente aussi bien l’endoréduplication des bactéroïdes issus de nodosités développées chez 
Lotus japonicus ou Phaseolus vulgaris. 
 
D’après Mergaert et al., 2006 ; Oono et al., 2009 
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b. La différenciation des bactéries en bactéroïdes fixatrices d’azote 

contrôlée par la plante hôte 

i. Les étapes de différenciation des bactéroïdes 

L’étude de nodosités chez les plantes M. sativa a permis de distinguer plusieurs étapes dans la 

différenciation des bactéroïdes (Figure 23), chacune étant restreinte à une zone histologique 

bien définie des nodosités (Vasse et al., 1990; Oke & Long, 1999). Les bactéroïdes de type 1 

correspondent aux bactéries qui viennent d’être relâchées du cordon d’infection dans la 

cellule hôte. Les bactéroïdes de type 2, qui s’allongent sans se diviser, sont retrouvés dans la 

zone II proximale (ZIIp). Tandis que les bactéroïdes de type 3 sont retrouvés uniquement dans 

l’interzone II-III et ont cessé de s’allonger. Les bactéroïdes de type 4 sont restreints aux 

cellules distales de la zone III. Les bactéroïdes de type 4 ont la même taille que les 

bactéroïdes de type 3. La dernière étape de différenciation a lieu dans la zone III proximale où 

les bactéroïdes de type 5 varient dans leur morphologie et présentent souvent une forme en Y. 

L’augmentation de taille des bactéroïdes s’accompagne généralement de processus 

d’endoréduplication (voir III.2.c) (Mergaert et al., 2006). Par exemple, chez Medicago, P. 

sativum et Vicia sativa, durant l’interaction symbiotique, la taille du génome des bactéroïdes 

et la taille des bactéroïdes augmentent, et leur morphologie et leur perméabilité membranaire 

sont modifiées (Figure 24) (Mergaert et al., 2006; Oono et al., 2009). Ces modifications sont 

irréversibles, c’est-à-dire que des bactéroïdes isolés des nodosités sont incapables de former 

des colonies sur un milieu nutritif. On parlera aussi de différenciation terminale. En revanche, 

les bactéroïdes issus d’une association symbiotique avec L. japonicus et Phaseolus vulgaris, 

sont plus proches de bactéries vivant en condition libre, et leur différenciation est réversible. 

Il a été montré que la différenciation des bactéroïdes est contrôlée par la plante hôte (Mergaert 

et al., 2006), mais qu’il n’y a pas de corrélation stricte entre le type de nodosités formées par 

la plante et le type de différenciation des bactéroïdes (réversible ou irréversible) (Oono et al., 

2010; Kereszt et al., 2011; Marchetti et al., 2011).  

 

ii. Des protéines végétales localisées dans le symbiosome et potentiellement impliquées 

dans la différenciation des bactéroïdes 

De nombreuses protéines de plantes sont délivrées dans le symbiosome tout au long de son 

développement, suggérant un rôle pour ces protéines dans la différenciation des bactéroïdes. 

Par exemple, chez M. sativa, la protéine Nms25 (nodulin-25 of M. sativa) spécifiquement 
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Figure 25 : Importance de la voie de sécrétion via DNF1 pour la translocation de NCR001 dans le 
symbiosome chez Medicago truncatula.  
 
(1) NCROO1 est visualisée en rouge. Le SYTO13 (intercalant de l’ADN) marque en vert les bactéries. Dans des 
nodosités mutantes  dnf-1, NCR001 ne colocalise plus avec les bactéroïdes. 
(2) NCR001 est visualisée en rouge. Le réticulum endoplasmique (RE) est marqué en vert (épitope KDEL). Dans 
un mutant dnf-1, NCR001 est localisée dans le RE. 
 Barres d’échelle : 10 µm. 
 
D’après Van de Velde et al., 2010 
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exprimée dans les nodosités, est prédite pour être localisée dans l’espace péribactéroïdien 

(Kiss et al., 1990). Chez M. truncatula, la protéine estérase ENOD8 (early nodulin 8) est 

exprimée dans les cellules infectées de l’interzone II-III et de la zone III de nodosités (Coque 

et al., 2008; Meckfessel et al., 2012). Plus précisément, ENOD8 est retrouvée dans l’espace 

péribactéroïdien et en plus faible quantité au niveau de la membrane du symbiosome, mais 

n’est jamais retrouvée dans les bactéroïdes.  

Un travail in silico, à partir de la base de données des EST (expressed sequence tag) chez M. 

truncatula, a permis d’identifier des protéines spécifiques de l’organe nodulaire avec, outre 

114 CCP (cys cluster proteins) (voir section suivante), 6 protéines CaML (calmodulin-like) 

(Fedorova et al., 2002). Les CaML auraient divergé des calmodulines pour créer un groupe 

distinct de protéines de liaison au Ca2+ spécifique des nodosités (Liu et al., 2006). De plus, les 

protéines CaML possèdent une séquence de clivage qui n’est pas retrouvée chez toutes les 

autres calmodulines (Fedorova et al., 2002). Corrélant avec les prédictions d’analyse in silico, 

la protéine CaML1 (calmodulin-like 1) est localisée dans l’espace péribactéroïdien (Liu et al., 

2006). La présence de CaML1 dès le début du développement des bactéroïdes suggère un rôle 

précoce pour la signalisation calcique dans le développement et le maintien des bactéroïdes 

(Fedorova et al., 2002).  

 

iii. Le cas particulier des NCR 

Les NCR 

Une analyse transcriptomique de nodosité chez M. truncatula a permis de découvrir une 

famille de gènes codant pour des protéines appelées CCP (Fedorova et al., 2002) ou NCR 

(nodule-specific cystein-rich) et composés de plus de 300 membres (Mergaert et al., 2003). 

La classification des NCR en une même famille a été basée sur la taille du polypeptide 

(environ 70 acides aminés), la présence d’un signal peptide conservé et la conservation de 

résidus cystéines dans le domaine C-terminal. Cette famille de gènes est aussi présente chez 

P. sativum, Vicia faba, Trifolium repens et Galega orientalis, formant toutes des nodosités 

indéterminées et appartenant au clade des IRLC (inverted-repeat-loss clade) (Figure 2), mais 

absente dans d’autres organismes, incluant le soja, L. japonicus et Arabidopsis (Alunni et al., 

2007). Bien que les NCR, à quelques exceptions près, aient une expression spécifique de la 

nodosité, ils ne partagent pas le même profil d’expression au sein de la nodosité (Mergaert et 

al., 2003). Par exemple, NCR001 (nodule-specific cystein-rich 001) est retrouvé dans la zone 
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Figure 26 : Rôle de BacA dans les interactions symbiotiques chez Medicago truncatula. 
 
A. Cellule sauvage. Les bactéries sont endocytées (1). Les bactéries rentrent en contact avec les peptides 
antimicrobiens NCR (2) qui permettent la différenciation des bactéries sauvages en bactéroïdes fixateurs d’azote 
(3). Le mutant bactérien bacA est hypersensible aux NCR et sera tué par l’activité antimicrobienne des NCR (2). 
B. Cellule mutante dnf-1. Les bactéries sont endocytées (1). Les cellules mutantes dnf-1 sont défectueuses dans 
la sécrétion des peptides NCR qui ne sont plus transportés jusqu’au symbiosome, mais restent dans le réticulum 
endoplasmique (ER). Les souches sauvages ou mutantes bacA sont localisées dans le symbiosome (1) et restent 
viables due à l’absence des NCR (2). Cependant, aucune des deux souches ne peut se différencier en bactéroïdes 
fixateurs d’azote à cause de l’absence des NCR. 
 
D’après Haag et al., 2011 
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de fixation alors que NCR0035 (nodule-specific cystein-rich 0035) est localisé dans 

l’interzone II-III et zone III (Van de Velde et al., 2010). Cependant, ces deux protéines sont 

détectées dans le symbiosome, suggérant un rôle dans la différenciation des bactéroïdes. 

DNF1 : important pour la translocation des peptides NCR dans le symbiosome 

Dans le réticulum endoplasmique, le SPC clive les peptides signal des polypeptides qui sont 

destinés à un compartiment intracellulaire ou, au contraire, à la matrice extracellulaire 

(Paetzel et al., 2002). DNF1 constituant une sous-unité du SPC est localisée dans le réticulum 

endoplasmique des cellules infectées de la zone II (Wang et al., 2010b). Dans les nodosités 

mutantes dnf1, le peptide NCR001 est retrouvé dans le réticulum endoplasmique de la cellule 

hôte et les bactéroïdes ne se différencient pas (Figure 25) (Van de Velde et al., 2010). Donc, 

DNF1 jouerait un rôle important dans la voie de sécrétion de NCR001 et donc de son 

adressage dans les bactéroïdes. De façon intéressante, il a été trouvé qu’en plus de certaines 

protéines de la voie de sécrétion, les protéines CaML ont une expression co-régulée avec celle 

des NCR (Mergaert et al., 2003). Il est donc possible qu’en plus des NCR, les CaML, mais 

aussi les protéines ENOD8 ou nodulin-25, puissent être des substrats de DNF1.  

Rôle des NCR in vitro et in planta 

Des expériences in vitro ont montré que les NCR sont capables de mimer partiellement la 

différenciation terminale des bactéroïdes, à savoir : une modification membranaire, une 

inhibition de la cytokinèse bactérienne et l’amplification de l’ADN, couplé à une élongation 

des bactéroïdes (Van de Velde et al., 2010; Haag et al., 2011). De plus, il a été montré que 

l’expression ectopique de NCR035 chez L. japonicus est suffisante pour induire une 

différenciation terminale des bactéroïdes (Van de Velde et al., 2010). Donc, la différenciation 

terminale des bactéroïdes est dirigée par la plante hôte à travers les NCR. Par contre, une 

application à plus forte dose du peptide NCR247 (nodule-specific cystein-rich 247) provoque 

une réduction de l’intégrité de la membrane et la mort des bactéries (Van de Velde et al., 

2010; Haag et al., 2011). Il a aussi été montré que les bactéries mutantes bacA (bacteroid 

development factor A) montrent une sensibilité accrue à l’action antimicrobienne de NCR247 

(Haag et al., 2011). De plus, dans des nodosités sauvages, les bactéries bacA sont rapidement 

tuées tandis que dans des nodosités mutantes dnf1 les bactéries bacA sont toujours vivantes 

(Figure 26). Ainsi, en l’absence des NCR dans le symbiosome (et peut-être d’autres 

protéines), les bactéries bacA restent viables. BacA est donc essentiel pour la survie des 

bactéries en minimisant l’effet antimicrobien des NCR. De plus, corrélant avec un rôle 

spécifique de BacA associé aux NCR, il a été montré que la protéine BacA est essentielle 
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Figure 27 : Schéma du cycle mitotique et de l’endocycle.  
 
M : mitose ; S : réplication ; G1/G2 : gap 1/2 

Figure 28 : Endoréduplication mesurée dans différents organes de la plante chez Medicago truncatula. 
 
D’après Cebolla et al., 1999 
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uniquement pour le développement des bactéroïdes chez certaines légumineuses IRLC 

(Karunakaran et al., 2010).  

 

c. La différenciation cellulaire associée à des processus 

d’endoréduplication 

Les différenciations des cellules végétales et des bactéroïdes sont associées à des processus 

d’endoréduplication (ou endoploïdie), correspondant à la duplication du génome sans mitose 

et permettant ainsi d’augmenter le contenu en ADN (Figure 27).  

 

i. Généralités sur l’endoréduplication 

L’endoréduplication est un processus commun chez les eucaryotes. Chez les animaux, 

l’endoréduplication est plus fréquente chez les arthropodes, notamment chez les diptères où 

les glandes salivaires ont un contenu en ADN très élevé (Nagl, 1978). Chez les mammifères, 

l’endoréduplication est plus rare et est retrouvée uniquement dans certaines cellules (par 

exemple, les cellules du myocarde). Chez les plantes, l’endoploïdie est largement répandue 

chez les angiospermes, mais est aussi retrouvée chez les algues et mousses (Nagl, 1978). 

L’endoréduplication peut être associée à la différenciation d’une unique cellule, comme le cas 

des trichomes chez Arabidopsis (Hülskamp et al., 1999), mais aussi d’un tissu ou d’un 

organe, et peut avoir lieu dans tous les types cellulaires, sauf les cellules du méristème, de 

l’embryon et les cellules de garde (Nagl, 1978). Excepté les feuilles, M. truncatula montre des 

degrés variés d’endoploïdie dans ses différents organes avec un niveau d’endoréduplication 

maximum dans les nodosités fixatrices d’azote (Figure 28) (Cebolla et al., 1999). 

L’endoréduplication peut aussi être induite durant des interactions pathogènes. Par exemple, 

le nématode parasite Meloidogyne incognita induit la re-différenciation de cellules racinaires 

en sites nutritifs appelés « galles » et caractérisés par un haut niveau d’endoploïdie 

(Williamson & Hussey, 1996). 

Bien qu’il existe une corrélation positive entre la taille des cellules et le degré d’endoploïdie, 

il est difficile de connaître l’ordre chronologique entre ces deux processus cellulaires. Dans 

les nodosités de Medicago, les cellules fixatrices d’azote sont 80 fois plus volumineuses que 

les cellules méristématiques (Vinardell et al., 2003b). L’augmentation de la taille des cellules 

de la plante hôte est probablement nécessaire pour fournir un espace suffisant à la 

multiplication bactérienne et à l’élongation des bactéroïdes (voir revue (Foucher & 
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Figure 29 : Régulation de la transition du cycle mitotique à l’endocycle par les auxines et HYP2. 
 
A. Le mutant hyp2-1 montre un niveau élevé d’endoploïdie en comparaison avec des racines sauvages (WT) 
chez Arabidopsis thaliana. Les images correspondent à des photos prises en microscopie confocale où la 
coloration au DAPI (bleue) marque les noyaux. Barres d’échelle: 100 µm. 
B. Le passage du cycle mitotique à l’endocycle est régulé par les auxines et HYP2. Un gradient d’auxine 
(jaune) permettrait d’avoir un maximum d’auxine dans la pointe racinaire. Il est supposé l’existence d’un même 
gradient (vert) pour les gènes induits par l’auxine, PLT1 et PLT2 (Plethora 1/2). Ce gradient permettrait 
l’accumulation de HYP2 dans le méristème basal de la racine, comme l’indique l’expression de la protéine HYP2-
GFP (fluorescence verte). HYP2 favorise la progression du cycle mitotique mais inhibe le passage en endocycle. 
 
A. D’après Ishida et al., 2009 ; B. D’après Breuer et al., 2010 
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Kondorosi, 2000)). De plus, durant l’endoréduplication, il est probable que l’absence de 

condensation des chromosomes et l’augmentation du dosage des gènes accroissent l’activité 

transcriptionnelle et métabolique des cellules polyploïdes. Ceci pourrait être requis pour 

apporter l’énergie et les nutriments nécessaires à l’activité des bactéroïdes.  

 

ii. Régulation de l’endoréduplication 

Les régulateurs du cycle cellulaire 

Chez tous les eucaryotes, les cycles cellulaires sont contrôlés par l’activité de kinase 

dépendante de cyclines, les CDK (cyclin-dependent kinases) (voir revue (Kondorosi & 

Kondorosi, 2004)). L’activité du complexe CDK-cycline est régulée par des modifications 

post-traductionnelles ou par une dégradation irréversible via la voie du protéasome, qui est 

dépendante de la polyubiquitination des protéines. Les complexes E3 ubiquitines ligases, tels 

que l’APC (anaphase-promoting complex) et le SCF (Skpl-Cullin-F-box protein), 

reconnaissent spécifiquement les protéines substrats de la polyubiquitination et ont des rôles 

importants durant les cycles cellulaires.  

Certains gènes sont spécifiques au cycle mitotique ou, au contraire, à l’endocycle. Par 

exemple, chez M. sativa et M. truncatula la cycline CycA2 (cycline A2) semble spécifique au 

cycle mitotique (Roudier et al., 2003). Durant l’organogenèse nodulaire, CycA2 est exprimé 

uniquement dans les cellules en division (cortex, primordium et méristème). L’absence 

d’expression de CycA2 dans la zone II de la nodosité ou dans des cellules de galle induites 

par M. incognita suggère que CycA2 pourrait être incompatible avec le processus 

d’endoréduplication. Le promoteur de CycA2 contient des cis éléments de réponses à l’auxine 

et est inductible par un traitement exogène d’auxine (Roudier et al., 2003). Chez Arabidopsis, 

des mutants de biosynthèse, de transport ou de signalisation auxinique mènent à l’apparition 

prématurée d’endocycles pouvant aller jusqu’à 256C au lieu de 16C dans les cotylédons 

(Ishida et al., 2010). De plus, la perte de HYP2 (high ploïdy 2), codant pour une E3 ligase 

SUMO (sumoylation) et agissant en aval du FT inductible par l’auxine PLT (plethora), résulte 

en l’augmentation du niveau de ploïdie des cellules de la racine (Figure 29) (Ishida et al., 

2009). Dans les racines d’Arabidopsis, les auxines ont donc un impact négatif sur la transition 

du cycle mitotique à l’endocycle (voir revue (Breuer et al., 2010)). Au contraire, les CK 

jouent un rôle positif dans ce processus en régulant directement l’expression d’un acteur clé 

de l’endoréduplication, CCS52A1 (cell cycle switch 52 A1) (Takahashi et al., 2013). 



A 

B 

AS WT 

Anti-sens CCS52A WT 

Figure 30 : Etude des plantes anti-sens (AS) CCS52A au cours de la nodulation chez Medicago truncatula. 
 
A La réduction du niveau des transcrits CCS52A dans les plantes AS entraîne une réduction du niveau 
d’endoploïdie.  
B. Photos de microscopie de nodosités sauvages (WT) et AS CCS52A. L’étoile indique un stade précoce de 
l’infection et la flèche montre des stades plus tardifs de l’infection. Barres d’échelle : 100 µm. 
 
D’après Vinardell et al., 2003 

Figure 31 : Régulation de l’endoréduplication chez 
Arabidopsis thaliana. 
 
Le complexe CYC-CDK inhibe les endocycles. 
L’inhibition des CDK par SIM et la dégradation des 
cyclines par l’APC CCS52A1 favorisent les 
endocycles. GTL1 contrôlerait le nombre d’endocycle 
en inhibant directement l’expression de CCS52A1. 
 
APC : anaphase-promoting complex ; CDK : cyclin-
dependent kinase ; CCS52A1 : cell cycle switch 52 A1 ; 
CYC : cyclin ; GTL1 : GT2-like 1 ; SIM : Siamese.  
 
D’après Breuer et al., 2010; Breuer et al., 2012 
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CCS52A : un acteur important de l’endoréduplication 

CCS52 (cell cycle switch 52) code pour un activateur de l’APC et contribue à la dégradation 

des cyclines mitotiques, entraînant l’inhibition de la phase M (mitose) (Cebolla et al., 1999). 

CCS52A (cell cycle switch 52 A) est induit à la fois par M. incognita dans les cellules 

endorédupliquées de la galle (Favery et al., 2002) et par S. meliloti (Cebolla et al., 1999). 

Chez M. truncatula, CCS52A a été décrit comme étant principalement exprimé dans les 

nodosités fixatrices d’azote, au niveau des zones I et II (Vinardell et al., 2003b). Cependant, 

des données plus récentes de microdissection laser (LCM), couplée à un séquençage d’ARN 

(RNA-seq), montrent que CCS52A n’est pas exprimé dans la zone I, mais dans la ZIId et la 

ZIIp (voir chapitre II ; (Roux et al., 2014)). Contrairement à CCS52A, l’homologue CCS52B 

(cell cycle switch 52 B) est spécifique aux plantes et son expression est maximale durant les 

étapes précoces de la nodulation qui sont associées à la prolifération cellulaire. CCS52B est 

majoritairement exprimé dans la zone I (voir chapitre II). Des plantes anti-sens CCS52A 

développent des nodosités dont la structure interne est fortement perturbée avec la perte de la 

zone méristématique, une sénescence précoce, une diminution du niveau d’endoploïdie 

(Figure 30) et l’absence de différenciation des  bactéroïdes. CCS52A est donc requis pour la 

différenciation des nodosités et est un facteur limitant pour le nombre d’endocycles. Chez 

Arabidopsis, contrairement aux autres organismes, il existe deux isoformes de CCS52A. Dans 

les racines, CCS52A1 est exprimé dans la zone d’élongation tandis que CCS52A2 est retrouvé 

dans la columelle, le centre quiescent et les cellules souches (Vanstraelen et al., 2009). 

Corrélant avec leur localisation, CCS52A1 est important pour inhiber la mitose et favoriser 

l’endoréduplication tandis que CCS52A2 (cell cycle switch 52 A2) contrôle l’identité des 

cellules du centre quiescent et le maintien des cellules souches, et cela, vraisemblablement, 

via l’inhibition des mitoses dans le centre quiescent. 

Autres acteurs de l’endoréduplication 

La régulation de l’endoréduplication s’effectue à deux niveaux : l’inhibition de la transition 

G2/M, en partie via CCS52A, et le contrôle du nombre d’endocycles. Chez Arabidopsis, SIM 

(siamese), un inhibiteur de CDK spécifique aux plantes, et le FT GTL1 (GT-2-like 1) agissent 

chacun à un niveau différent de régulation (Figure 31) (voir revue (Breuer et al., 2010)). SIM 

agit comme un répresseur du cycle mitotique et activateur de l’endocycle (Churchman et al., 

2006). Dans des trichomes mutants sim, l’expression des cyclines de type B est fortement 

élevée menant à un haut niveau de complexe CDK-CycB qui pourrait inhiber l’endoploïdie. 

La plupart des cellules sim n’entrent pas en endocycle ou ont un faible niveau d’endoploïdie, 
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Figure 32 : Analyse de la sénescence nodulaire chez Medicago truncatula. 
 
A. Représentation schématique de la zone de sénescence de forme conique. Les flèches vertes marquent la 
progression de la zone de sénescence (zone verte).  
B. Visualisation de l’expression de la cystéine protéase MtCP6 (M. truncatula cysteine protease 6), un 
marqueur de la sénescence, par la fusion promoteur-GUS (bleue) 35 jours après inoculation. Barre d’échelle : 
500 µm. 
C-F. Analyse microscopique de la sénescence nodulaire. En (C) et (D), des coupes longitudinales de nodosités 
de 61 jours ont été colorées au bleu de toluidine. En (D), grossissement de l’encadré en (C). Les têtes de flèches et 
les flèches indiquent respectivement les cellules sénescentes de type II (présentant des signes de mort cellulaire) et 
III (cellules totalement résorbées). En (E), observation des cellules sénescentes de type I montrant une dégradation 
de la membrane péribactéroïdienne (tête de flèche). En (F), cellules sénescentes de type III. La flèche indique le 
détachement de la membrane plasmique. I : méristème ; II : zone d’infection ; III : zone de fixation ; IVy : jeune 
zone de sénescence ; Ivo : zone de sénescence âgée. Barres d’échelle : 500 µm (C) ; 100 µm (D) ; 500 nm (E) ; 2 
µm (F).  
G-H. Rôle positif du NO (oxide nitrique) dans la sénescence nodulaire. En (G), détection du NO par 
l’utilisation d’une souche de Sinorhizobium meliloti portant un promoteur senseur du NO fusionné à la GUS. Les 
mutants bactériens hmp (défectueux dans la flavohaemoglobine, enzyme majeur dans la détoxification du NO) 
accumulent le NO, contrairement aux bactéries, hmp++ (surexprimant hmp). En (H), mesure de l’activité nitrogénase 
après inoculation avec les souches sauvages (WT), mutantes hmp ou hmp++ de S. meliloti.  
 
A-B. D’après Pérez Guerra et al., 2010 ; C-F. D’après Van de Velde et al., 2010 ; G-H. D’après Cam et al., 2012 
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contrairement aux plantes sauvages. Inversement, des plantes surexprimant le gène SIM ont 

un nombre surnuméraire d’endocycles. GTL1 régule les étapes tardives du développement des 

trichomes (Breuer et al., 2009). Des mutations pertes de fonctions gtl1 mènent à des cycles 

additionnels d’endoréduplication et modifient l’expression de gènes régulateurs du cycle 

cellulaire impliqués dans la progression de l’endocycle. GTL1 inhiberait la progression 

successive des endocycles par son action directe et négative sur l’expression de CCS52A1 

(Figure 31) (Breuer et al., 2012). 

 

 

 

IV. Sénescence et régulation de la nodulation par la plante 

hôte 

1. La sénescence 

Selon le stade de développement des nodosités, des plantes et des conditions 

environnementales (une obscurité prolongée, un apport d’azote, le froid ou la salinité), une 

zone de sénescence apparait au sein des nodosités (Schumpp & Deakin, 2010). Chez M. 

truncatula, la zone IV correspond à une zone de sénescence où les cellules végétales et les 

bactéroïdes sont dégradées. Lors de la sénescence, la couleur des nodosités devient verdâtre 

suite à la dégradation de la léghémoglobine en biliverdin (Lehtovaara & Perttilä, 1978). La 

zone de sénescence commence dans le centre de la zone de fixation et prend une forme 

conique due à la croissance continue des nodosités indéterminées (Figure 32A) (Pérez Guerra 

et al., 2010). Dans un premier temps, les bactéroïdes sont dégradés, puis dans un stade plus 

avancé de la sénescence, de nombreuses vésicules dans le cytoplasme des cellules végétales 

apparaissent et les cellules de la plante hôte se désintègrent (Figure 32C-F) (Van de Velde et 

al., 2006). Les cellules mortes sont soit vides, soit envahies par des bactéries saprophytiques. 

Le développement de la zone de sénescence est associé à l’activation de nombreux gènes de 

défense et de stress ainsi que de plusieurs cystéines protéases probablement impliquées dans 

la dégradation des structures symbiotiques (Figure 32B) (Van de Velde et al., 2006; Pérez 

Guerra et al., 2010). En parallèle, des gènes codant pour des protéines impliquées dans le 

transport de nombreuses molécules, telles que le phosphate ou les acides aminés, sont 



Nodosités recouvrant 
l’ensemble de la racine 

Augmentation de la 
densité nodulaire 

Augmentation de la zone 
de nodulation 

Gènes orthologues Tolérant au nitrate (nts) 
AON 

Insensible à l’éthylène 

Insensible à la lumière 

Figure 33 : Différentes catégories de mutants ayant un nombre anormalement élevé de nodosités.  
 
Les mutants nts (nitrogen-tolerant symbiosis) et de l’autorégulation (AON) se superposent. 
 
D’après Oka-Kira & Kawaguchi, 2006 
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fortement induits (Van de Velde et al., 2006). Ceci suggère que, lors de la sénescence 

nodulaire, les macromolécules sont dégradées puis recyclées pour la plante hôte.  

Chez M. truncatula, des approches génétiques et pharmacologiques montrent que l’oxide 

nitrique (NO) est un facteur positif dans la sénescence nodulaire (Cam et al., 2012). Chez S. 

meliloti, la flavohaemoglobine Hmp est une enzyme majeure dans la détoxification du NO 

(Meilhoc et al., 2010). Chez les mutants bactériens hmp, le NO s’accumule, alors que chez les 

bactéries surexprimant la protéine Hmp, une diminution drastique du niveau de NO est 

observée (Figure 32G) (Cam et al., 2012). Or, une augmentation du niveau endogène de NO 

est associée à une réduction de la fixation azotée et une sénescence prématurée des nodosités 

(Figure 32H). Au contraire, une diminution du niveau de NO retarde l’apparition de la 

sénescence. Ces données suggèrent que la détoxification du NO par les bactéries pourrait être 

essentielle dans la prévention d’une sénescence précoce et donc dans le maintien d’une 

symbiose efficace. 

 

 

2. La régulation de la nodulation par la plante hôte 

Parce que la nodulation et la fixation azotée représentent un haut coût énergétique, la plante 

contrôle le nombre de nodosités formées en réduisant la densité nodulaire et/ou la taille de la 

zone de nodulation. 

 

a. Les différentes classes de mutants formant un nombre élevé de 

nodosités 

Il existe différents types de mutants ayant un nombre anormalement élevé de nodosités qui 

ont été regroupés en trois catégories (Figure 33) (Oka-Kira & Kawaguchi, 2006). La première 

classe correspond à des mutants formant un nombre anormalement élevé de nodosités mais 

dans une zone racinaire restreinte. Ces mutants, tels que sickle chez M. truncatula et les 

plantes exprimant le gène muté du récepteur de l’éthylène du melon Cm-ERS1/H70A 

(Cucumis melo ethylene response sensor 1/H70A) chez L. japonicus, ont aussi été caractérisés 

pour leur insensibilité à l’éthylène (Penmetsa & Cook, 1997; Nukui et al., 2004). L’éthylène 

régulerait négativement le nombre de nodosités, en définissant la position des futurs 

primordia nodulaires (Heidstra et al., 1997), ou en interagissant avec la voie de signalisation 

des FN (Oldroyd et al., 2001). La seconde catégorie correspond à des mutants présentant une 
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Figure 34 : Modèle de l’autorégulation de la nodulation (AON). 
 
A. Modèle de l’AON. (1) La perception des FN initie la nodulation mais aussi la production d’un signal  inhibiteur 
de la nodulation, dérivant des racines et agissant à longue distance. (2) Chez Lotus japonicus, le peptide LjCLE-
RS1 est transporté jusqu’au feuilles et se lie au récepteur HAR1, activant ainsi un signal inhibiteur de la nodulation 
et dérivant des feuilles. (4) Ce signal est transporté jusqu’aux racines et régule négativement la nodulation à travers 
TML. NOD3 (chez P. sativum) et RDN (chez Medicago truncatula) jouent un rôle soit dans la transmission du 
signal dérivant des racines, soit dans la perception du signal dérivant des feuilles.  
B. Modèle des interconnexions entre voie de signalisation de la nodulation et de l’AON chez M. truncatula. 
SDI : inhibiteur dérivant des feuilles. Flèches rouges : voie de signalisation des CK ; flèches bleues : voie de 
signalisation des FN ; flèches vertes : voie de signalisation de l’AON ; flèche noire : formation d’une nodosité.   
 
CRE1 : cytokinins response 1 ; MtEFD : M. truncatula ERF required for nodule differentiation ; FN : facteurs Nod ; HAR1 : 
hypernodulation aberrant root formation 1 ; LYK : LysM domain containing receptor-like kinase ; LjCLE-RS1/2 : L. 
japonicus clavata3/embryo surrounding region – root signal 1/2 ; MtCLE12/MtCLE13 : M. truncatula clavata3/embryo 
surrounding region 12/13 ; NFP : nod factor perception  ; NIN : nodule inception ; NOD3 : nodulin 3 ; NSP1/NSP2 : 
nodulation signalling pathway 1/2 ; RDN : root determined nodulation ; SUNN : super numeric nodules ; TML : too much 
love. 
 
A. D’après Kouchi et al., 2010 ; B. D’après Saur et al., 2011 
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zone de nodulation bien plus grande que des plantes sauvages, sans que la densité de 

nodulation soit modifiée (Figure 33). Cette catégorie est illustrée notamment par le mutant 

astray, chez L. japonicus, qui montre un défaut de réponse à la lumière (Nishimura et al., 

2002). La dernière catégorie correspond aux mutants présentant un phénotype 

d’hypernodulation où les nodosités recouvrent toute la racine (Figure 33). Cette catégorie 

regroupe les mutants nts (nitrogen-tolerant symbiosis) qui forment des nodosités même en 

présence d’un haut niveau d’azote dans le sol. Le phénotype de ces mutants converge avec 

celui d’autres mutants impliqués dans un rétrocontrôle négatif de la nodulation, appelé 

autorégulation de la nodulation (AON), et comprenant un signal longue distance entre les 

parties racinaires et aériennes. 

 

b. Le modèle de l’autorégulation de la nodulation (AON) 

L’AON consiste en une régulation longue distance de la nodulation qui impliquerait un signal 

dérivé des racines et un signal dérivé des feuilles (Figure 34A) (voir revues (Oka-Kira & 

Kawaguchi, 2006; Kouchi et al., 2010)). Le signal issu des racines est généré dans les étapes 

précoces de la nodulation, puis est transporté jusqu’aux feuilles. Les gènes nts1/nark 

(nitrogen-tolerant symbiosis 1/nodule autoregulation receptor kinase) chez G. max (Carroll et 

al., 1985), har1 (hypernodulation aberrant root formation 1) chez L. japonicus (Wopereis et 

al., 2000), sym29 (symbiosis 29) chez P. sativum (Sagan & Duc, 1996) et sunn chez M. 

truncatula (Penmetsa et al., 2003) codent tous pour un même type de récepteur LRR-RLK 

(leucine-rich repeat receptor-like kinase) proche de CLV1 (clavata1) chez A. thaliana. Une 

des fonctions du récepteur LRR-RLK serait de percevoir le signal dérivé des racines et donc 

de déclencher une réponse issue des feuilles vers les racines. KLV (KLAVIER), un autre 

récepteur LRR-RLK, est aussi indispensable pour l’AON chez L. japonicus et agirait de 

manière coordonnée avec HAR1 dans la réception du signal dérivant des racines en 

interagissant avec ce dernier (Oka-Kira & Kawaguchi, 2006).  

Plusieurs évidences montrent que les peptides CLE (clavata3/embryo surrounding region) 

constitueraient le signal dérivé des racines. Les gènes CLE codent pour des petits peptides 

sécrétés de 12 à 13 acides aminés. Chez L. japonicus, les peptides CLE LjCLE-RS1 et 

LjCLE-RS2 (L. japonicus clavata3/embryo surrounding region – root signal 1/2) sont 

fortement induits en réponse aux rhizobia dépendamment de la perception des FN et de la 

voie de signalisation des FN, et la surexpression de ces peptides inhibe fortement la 

nodulation via le récepteur HAR1 (Okamoto et al., 2009). De plus, très récemment, il a été 
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montré que LjCLE-RS2 est capable de se mouvoir des racines aux feuilles via le xylème et de 

se lier directement à HAR1 (Okamoto et al., 2013). Lors de l’interaction symbiotique avec M. 

truncatula, l’infection par les rhizobia mène à la fois à l’activation de la voie de signalisation 

des FN et des CK. Ces deux voies convergent dans l’activation du FT NIN qui induit 

l’expression des gènes MtCLE12 et MtCLE13 (M. truncatula clavata3/embryo surrounding 

region 12/13) (Figure 34B) (Saur et al., 2011). Ces deux peptides seraient perçus par SUNN 

(Mortier et al., 2010; Saur et al., 2011; Mortier et al., 2012), permettant un rétrocontrôle 

négatif de la nodulation et cela vraisemblablement via le FT MtEFD selon (Saur et al., 2011), 

qui inhiberait la voie de signalisation des CK (Vernie et al., 2008). Cependant, le signal 

généré dans les feuilles et transporté jusqu’aux racines afin d’inhiber la nodulation est encore 

inconnu. Au niveau de la racine, les gènes NOD3 (nodulin 3) chez P. sativum (Postma et al., 

1988), RDH1 (root-determined hypernodulation 1) (Yokota et al., 2009) et TML (too much 

love) (Magori et al., 2009) chez L. japonicus, et RDN1 (root determined nodulation 1) chez 

M. truncatula (Schnabel et al., 2011) pourraient jouer un rôle dans la translocation du signal 

dérivé des racines vers les feuilles ou bien dans la perception d’un signal dérivé des feuilles.  

 

Détaillée dans les parties I à IV, l’interaction symbiotique entre les légumineuses et les 

rhizobia conduit à la formation d’une nodosité, siège de la fixation azotée, dont la régulation 

est contrôlée par la plante hôte. L’établissement et le maintien de cette association nécessite 

des événements hautement régulés et coordonnés entre les deux partenaires. Bien que cette 

interaction apporte des bénéfices réciproques aux deux organismes, elle peut ressembler à une 

interaction pathogène au cours de certaines étapes de l’infection (voir revue (Saeki, 2011)). 

Par exemple, durant les stades précoces de l’infection, la plante induit de manière transitoire 

des réponses de défense, ou encore, l’infection rhizobienne peut être stoppée par un 

mécanisme ultime de défense, similaire à celui utilisé par la plante lors de la résistance à un 

pathogène. Ainsi, aussi différentes que peuvent paraître les interactions symbiotiques et 

pathogènes, plusieurs similitudes sont observées. La partie suivante relate les interconnexions 

qui existent entre les interactions symbiotiques et pathogènes. 
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V. Aperçu des interconnexions entre symbiose et pathogénie 

1. Premières évidences de l’induction de réponses de défense au 

cours des interactions symbiotiques 

En 1993, il a été montré pour la première fois que, durant l’interaction entre Rhizobium 

meliloti et alfalfa, des réactions de défenses étaient activées (Vasse et al., 1993). Suite à la 

formation des premières nodosités, de nombreuses infections sont avortées, caractérisées par 

un arrêt de croissance et une nécrose des cordons d’infection. De plus, des protéines et 

molécules de défenses, telles que les composés phénoliques et les protéines PR (pathogenesis-

related), sont retrouvées dans les cellules corticales où l’infection est stoppée. La plante réagit 

à l’infection en élicitant des réactions d’hypersensibilité (HR) similaires à celles décrites au 

cours des interactions incompatibles plantes-pathogènes (cas où la plante hôte résiste à 

l’attaque du pathogène). La HR est considérée comme une réponse ultime de défense et 

correspond à une nécrose des tissus permettant ainsi de retarder ou bloquer le développement 

du pathogène. En activant ces réactions de défense, la plante restreint le nombre de cordons 

d’infection « productifs » et, par conséquent, contrôle le nombre de nodosités formées. De 

plus, il a été montré que des réponses générales de défense sont mises en place lorsque 

l’association symbiotique est inefficace (Niehaus et al., 1993). Dans des pseudonodosités 

induites par des mutants défectueux dans la production d’exopolysaccharides I (EPS I), des 

réponses de défense, comme l’accumulation de callose et de composés phénoliques, sont 

élicitées. Chez M. truncatula, les protéines MtN1 et MtN13 (M. truncatula nodulin 1/13), 

spécifiquement exprimées dans les nodosités, partagent des similarités de séquences avec des 

protéines liées à la pathogénicité (Gamas et al., 1998). Il est possible que ces protéines aient 

été recrutées pour la mise en place de mécanismes de défense au cours de la symbiose. Parce 

que la nodulation requiert un haut coût énergétique, la plante limite donc les infections et la 

formation de nodosités par l’activation de réactions de défenses. Cela sous-entend aussi que la 

réussite de l’infection dépend de la capacité du symbiote à éviter ou supprimer les défenses 

mises en place par la plante hôte (Baron & Zambryski, 1995; Mithöfer, 2002). 
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2. Régulation transcriptionnelle des gènes de défense au cours de la 

symbiose 

De nombreuses analyses transcriptomiques ont permis d’avoir un aperçu global sur 

l’expression de gènes de défense au cours des interactions symbiotiques. Par exemple, il a été 

décrit qu’au cours de l’interaction entre M. truncatula et le champignon AM, Glomus 

versiforme, des gènes de stress et de défenses étaient induits durant le stade initial de contact 

entre les deux partenaires puis réprimés lors des phases de développement du symbiote (Liu et 

al., 2003). Chez M. truncatula, il a aussi été montré qu’une heure après inoculation (hai) avec 

S. meliloti, des gènes associés aux réponses de défense contre les pathogènes étaient induits 

(Lohar et al., 2006). Cependant, 48 hai, coïncidant avec la progression des cordons 

d’infection, ces gènes sont fortement réprimés. De même chez L. japonicus, des gènes 

impliqués dans les réactions de défense et la mort cellulaire, comme des protéines PR, ainsi 

que des enzymes impliqués dans la biosynthèse des phytoalexines et dans la modification de 

la paroi, sont fortement induits dans les étapes précoces de l’infection, puis réprimés au cours 

de l’infection et du développement nodulaire (Kouchi et al., 2004). Plus récemment, d’autres 

analyses transcriptomiques ont confirmé la répression de gènes de défense au cours du 

développement nodulaire chez M. truncatula confortant l’hypothèse qu’il est nécessaire de 

supprimer les réactions de défense pour permettre la nodulation (El Yahyaoui et al., 2004a; 

Maunoury et al., 2010). Toutefois, il a aussi été montré qu’un certain nombre de gènes de 

défense sont activés à 4 et 10 jours après inoculation avec S. meliloti (El Yahyaoui et al., 

2004a; Moreau et al., 2011a). Il a été suggéré que la plante pourrait réactiver ses mécanismes 

de défense au cours du développement nodulaire afin de garder un contrôle de l’infection tout 

au long de l’interaction ou/et pour protéger les nodosités (organes nutritifs) contre d’éventuels 

parasites. 

Ainsi, l’interaction entre la plante et son symbiote n’est pas aussi harmonieuse qu’elle peut 

paraître et un rejet du symbiote peut avoir lieu au cours des différentes étapes de l’infection. 

De plus, l’induction des mécanismes de défense au cours de l’interaction symbiotique suggère 

qu’il existerait un mécanisme de reconnaissance similaire entre le symbiote et le pathogène 

avec la plante.  
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Figure 35 : Schéma des récepteurs à domaine LysM reconnaissant les facteurs Nod et la chitine. 
 
At : Arabidopsis thaliana ; Lj : Lotus japonicus ; LYK : LysM domain containing receptor-like kinase ; LYP : LysM domain 
containing protein ; LYR : LysM domain containing receptor (domaine kinase non actif) ; Mt : Medicago truncatula ; Os : 
Oryza sativa ; Pa : Parasponia ; Ps : Pisum sativa. 
 
D’après  Gust et al., 2012 

 



Introduction 

61 
 

3. La reconnaissance des facteurs symbiotiques et des molécules 

dérivant des pathogènes par les récepteurs LysM 

La structure des facteurs symbiotiques Nod et Myc présente des similitudes avec celle des  

chitooligosaccharides (CO), oligosaccharides dérivant de la chitine (constituant majeur de la 

paroi fongique) (Gough & Cullimore, 2011). En tant que molécules pouvant être associées à 

un microorganisme pathogène ou PAMP (pathogen-associated molecular pattern), les CO 

sont des éliciteurs du système immunitaire de la plante. Cependant, il a été montré que des 

CO de longueur 4 (CO4) dérivant des exsudats de spores germés de champignon AM sont 

capables d’induire des réponses calciques dans les cellules épidermiques de M. truncatula via 

la voie SYM mais indépendamment de NFP (Genre et al., 2013). Par contre, aucun signal 

calcique n’a pu être détecté dans des racines traitées avec des exsudats provenant de spores 

germés du champignon pathogène Colletotrichum trifolii et contenant aussi des CO4. 

Toutefois, la longueur de la chaine des CO semble crucial car, contrairement aux facteurs 

symbiotiques, les CO reconnus comme des PAMP par la plante sont constitués en moyenne 

de 6 à 8 résidus GlcNAc et sont actifs à des concentrations supérieures à celles des facteurs 

symbiotiques (Gough & Cullimore, 2011). Chez les plantes, la reconnaissance entre le soi et 

le non soi s’effectue par le biais de deux classes majeures de récepteurs : les protéines à 

domaine LRR et les protéines à domaine LysM. Les récepteurs LysM, capables de reconnaître 

les GlcNAc, sont donc des composants clés pour la perception des CO mais aussi pour la 

nodulation et la mycorrhization (Figure 35)  (voir revues (Gough & Cullimore, 2011; Gust et 

al., 2012)). Chez A. thaliana, AtCERK1 (A. thaliana chitin elicitor receptor kinase 1), a été 

identifié comme composant indispensable à la perception et à la signalisation de la chitine 

(Miya et al., 2007). La protéine AtCERK1 contenant trois domaines LysM extracellulaires et 

un domaine kinase, présente une similarité de séquence avec les protéines de perception des 

FN, LjNFR1 et LYK3. En parallèle, il a été montré chez le riz, que le récepteur aux CO, 

appelé CEBiP (chitin elicitor-binding protein) est une protéine à domaine LysM sans domaine 

kinase, capable de former un complexe avec la protéine OsCERK1 (Oryza sativa chitin 

elicitor receptor kinase 1) (Kaku et al., 2006; Shimizu et al., 2010), suggérant une similitude 

avec l’hétérocomplexe LjNFR1/LjNFR5.  
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Figure 36 : Expériences de complémentation du mutants Ljnfr1 avec les constructions chimériques du 
domaine LysM et transmembranaire de LjNFR1 et du domaine intracellulaire de AtCERK1 avec ou sans 
substitutions chez Lotus japonicus. 
 
A. Alignement de séquences protéiques.  
B. Photos de racines transgéniques Ljnfr1 prises 14 jours après inoculation avec une souche Mesorhizobium 
loti (en haut) et visualisation de la GFP, utilisé comme marqueur de transformation (en bas). - : absence de 
substitutions dans le domaine intracellulaire de AtCERK1 ; AL : substitutions dans la boucle d’activation AL ; 
YAQ : substitution dans la séquence YAQ de l’hélice αEF ; AL to αEF : substitutions à la fois de AL et de YAQ. 
Barres d’échelle : 1 mm.  
 
Nakagawa et al., 2011 
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4. Interconnexion entre voie de signalisation induite par les 

facteurs symbiotiques et des éliciteurs de défense 

Des comparaisons de données transcriptomiques révèlent que 43% des gènes du riz induits au 

cours de l’interaction symbiotique avec le champignon AM Glomus intraradices répondent de 

manière similaire à l’infection par les champignons pathogènes Magnaporthe grisea et 

Fusarium moniliforme (Guimil et al., 2005). Chez L. japonicus, la comparaison du profil 

d’expression des gènes racinaires induits par les FN ou par des PAMP, tels que les CO et le 

peptide flg22 (correspondant à la partie N-terminale des flagellines chez les bactéries et perçu 

par le récepteur FLS2 de type LRR), montre que, 1h après traitement, plus de 70% des gènes 

induits le sont à la fois par les FN et les PAMP (Nakagawa et al., 2011). Il semble donc qu’en 

aval des récepteurs LysM, des voies de signalisation soient communes entre les interactions 

symbiotiques et les interactions plantes-pathogènes. En effet, les CO sont capables d’induire 

transitoirement l’expression de gènes symbiotiques, tels que NIN, NSP1 et NSP2, 

indépendamment de LjNFR1 mais via CCaMK (Nakagawa et al., 2011). De plus, en réponse à 

un traitement aux FN, des gènes de défenses sont induits, et cela de manière dépendante de 

LjNFR1. LjNFR1 aurait donc gardé la capacité d’activer des gènes de défense. Cependant, le 

niveau d’induction de ces gènes par les FN est plus faible qu’en réponse à la chitine. Il se 

pourrait alors que les réactions de défense induites par les FN ne soient en fait qu’un reste de 

l’activité ancestrale du récepteur.  

Il a aussi été montré que la protéine chimérique LjNFR1, constituée de son domaine 

extracellulaire et du domaine kinase intracellulaire de la protéine AtCERK1, est incapable de 

complémenter le phénotype mutant Ljnfr1 (Figure 36) (Nakagawa et al., 2011). Ceci indique 

que le domaine kinase intracellulaire de la protéine AtCERK1 n’a pas la capacité d’induire 

des réponses symbiotiques. Toutefois, l’expression chez Ljnfr1 de la même protéine 

chimérique mais ayant conservé une portion de sa partie intracellulaire, est capable de 

restaurer un phénotype sauvage (Figure 36). Ceci signifie que, d’une part, cette portion au 

sein du domaine intracellulaire est essentielle pour induire la nodulation et, d’autre part, que 

cette séquence pourrait permettre la discrimination entre l’activation des gènes de défense et 

de la symbiose. Il est donc possible que les protéines LysM liées à la reconnaissance des 

facteurs symbiotiques aient évolué à partir de protéines LysM initialement impliquées dans 

les réponses de défense. Très récemment, il a été montré que, de la même façon que la 

surexpression de AtCERK1, la co-expression des récepteurs NFP et LYK3, dans des feuilles 

de tabac, induit l’expression de gènes de défense, une accumulation de composés phénoliques 
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Figure 37 : Chez Medicago truncatula, NFP intervient dans la résistance aux pathogènes. 
 
A. Le mutant nfp-1 est plus sensible à Aphanomyces euteiches que le sauvage (WT). Visualisation de 
l’invasion de la stèle par A. euteiches (en vert) chez les plantes sauvages, résistantes F83005.5, et mutantes nfp-1 et 
lyk3, 21 jours après inoculation. Les cercles blancs en pointillés indiquent la zone des faisceaux vasculaires. 
B. Les plantes mutantes nfp-2 sont plus sensibles à Colletotrichum trifolii que les plantes sauvages. Photos 
prises 14 jours après inoculation. Barres d’échelle : 1 cm.  
 
D’après Rey et al., 2013 
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et la mort des cellules (Pietraszewska-Bogiel et al., 2013). Ces données confortent l’existence 

de parallèles entre les voies de signalisation induites par les FN et les PAMP via les 

récepteurs LysM. Chez M. truncatula, NFP joue aussi un rôle dans la résistance des plantes 

aux pathogènes Aphanomyces euteiches et C. trifolii dans les stades précoces de l’infection 

(Figure 37) (Gough & Jacquet, 2013; Rey et al., 2013). Cependant, le rôle de NFP ne 

passerait pas par l’activation de gènes de défense, mais plutôt par une dynamisation de 

processus cellulaires, telle que le renforcement pariétal, le trafic vésiculaire et la réplication de 

l’ADN, qui sont généralement réprimés chez le mutant nfp.  

Comme les CO, flg22 est capable d’induire des réactions de défense chez L. japonicus  

(López et al., 2008; Nakagawa et al., 2011). Il a été montré que l’ajout de flg22 a un effet 

négatif sur l’interaction symbiotique en retardant la nodulation et en diminuant le nombre de 

nodosités par plante et l’activité de la nitrogénase (Lopez-Gomez et al., 2012). Cependant, cet 

effet n’est plus détecté si l’ajout de flg22 a lieu après la formation des  premières nodosités. 

De plus, l’expression du récepteur de flg22, LjFLS2 (L. japonicus flagellin senitive 2), est très 

faible dans les nodosités en comparaison aux racines ou aux feuilles. Bien que M. loti et flg22 

induisent des réponses similaires, la flagelline purifiée de M. loti, est incapable d’activer des 

réponses de défense. Ceci laisse supposer que l’activation des gènes de défense par M. loti au 

cours de la nodulation dépend d’autres éliciteurs.  

 

 

5. Similitudes dans le mode d’infection d’un symbiote et d’un 

pathogène  

Plusieurs évidences montrent l’existence de similitudes dans le mode d’infection entre les 

microorganismes pathogènes et symbiotiques (voir revues (Parniske, 2000; Ivanov et al., 

2010; Rey & Schornack, 2013). Dans les deux types d’interactions établis avec la plante hôte 

sont retrouvés des processus d’identification du microorganisme (voir V.3), de pénétration 

des cellules végétales et une redifférenciation des cellules de la plante hôte dans le but 

d’établir des interfaces intracellulaires d’échanges nutritionnels. Suite à un premier dialogue 

moléculaire entre les deux partenaires de l’interaction, le microorganisme adhère à la surface 

de la plante et une structure de pénétration est formée. Par exemple, en contact avec la plante, 

les champignons pathogènes, tels que les espèces Phytophtora, et les champignons AM 

développent des structures d’attachement et de pénétration, appelées respectivement 
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Figure 38 : Comparaison des structures d’infection durant les interactions symbiotiques et pathogènes. 
 
A. Haustorium de l’oomycète pathogène Peronospora dans les cellules du mésophylle de feuille. 
B. Haustorium du pathogène Erysyphe graminis dans les cellules de l’épiderme de feuille. 
C. Arbuscule du champignon symbiotique Glomus au sein des cellules du cortex de racine. 
D. Cordon d’infection et bactéries symbiotiques au sein des cellules de nodosités racinaires.  
 
D’après  Parniske, 2000 

Figure 39 : Rôle de BacA dans les interactions pathogéniques. 
 
Au sein des macrophages, les pathogènes mammifères intracellulaires Brucella abortus et Mycobacterium 
tuberculosis sont endocytés et sont donc entourés par une membrane provenant de l’hôte animale. Comme dans les 
interactions symbiotiques, les pathogènes persistent au sein de ces compartiments dans lesquels des peptides riches 
en cystéine (défensines) sont présents. De façon similaire à un mutant bacA chez S. meliloti, un mutant bacA chez 
B. abortus est incapable de survivre dans la cellule hôte.  
ER : réticulum endoplasmique ; WT : wild-type  
 
D’après Haag et al., 2012 
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appressoria et hyphopodia. Cependant, au contraire des pathogènes, la plante accompagne la 

progression du champignon AM en développant un appareil de pré-pénétration, de manière 

similaire à l’infection par les rhizobia (voir II.3.d) (Genre et al., 2005). Les hyphes (éléments 

végétatifs filamenteux) des champignons AM s’étendent à partir de l’hyphopodium et sont 

guidés jusqu’aux cellules du cortex de la racine à travers cet appareil de pré-pénétration. A 

l’intérieur des cellules de la plante, les hyphes forment des ramifications appelées arbuscules 

qui sont entourés par une membrane d’origine végétale appelée membrane périarbusculaire 

(Figure 38). Plus récemment, une étude a montré que deux protéines VAMP (vesicle-

associated membrane proteins) sont des régulateurs symbiotiques communs du trafic 

vésiculaire de l’exocytose, suggérant que la voie ancestrale de l’exocytose à l’origine de la 

membrane périarbusculaire a été cooptée pour la symbiose rhizobienne chez les légumineuses 

(Ivanov et al., 2012). Les oomycètes et les champignons pathogènes biotrophes peuvent 

former des structures nourricières au sein des cellules de la plante hôte. Chez les biotrophes 

obligatoires, les branches des hyphes se terminent par des haustoria entourés par une 

membrane extrahaustoriale, également formée par la plante hôte (Figure 38). Ainsi, les 

microorganismes, pathogènes ou symbiotiques, sont entourés par une membrane d’origine 

végétale au cours des stades d’infection intracellulaire, permettant un contrôle par la plante 

des échanges nutritionnels et d’une façon qui peut être comparée à la phagocytose chez les 

cellules animales (voir revue (Parniske, 2000)). Chez le système immunitaire des animaux, la 

phagocytose est un mécanisme de défense qui permet à certaines cellules spécialisées, telles 

que les macrophages, de digérer des particules ou microorganismes étrangers via la fusion des 

phagosomes avec les compartiments lytiques (lysosome). De plus, chez les plantes, les 

microorganismes peuvent aussi être digérés au cours de l’interaction (par exemple, dans le cas 

de la sénescence nodulaire, voir IV.1). Chez le soja, des protéases et des glucosidases sont 

retrouvées dans l’espace péribactéroïdien, suggérant que la survie des bactéries dépendrait de 

leur capacité à neutraliser les enzymes de digestion (Mellor, 1989).  

Le pathogène animal Brucella abortus et les bactéries symbiotiques Rhizobium meliloti sont 

phylogénétiquement proches (Figure 3) et sont tous les deux capables d’établir des infections 

chroniques au sein de leur hôte (LeVier et al., 2000). Un mutant bacA chez B. abortus montre 

une diminution de sa capacité à survivre au sein du macrophage. La protéine BacA, qui est 

essentielle pour la survie des rhizobia en minimisant l’effet antimicrobien des NCR (voir 

III.2.b.iii), est donc aussi cruciale pour la pathogénicité des bactéries Brucella (Figure 39) 

(voir revue (Haag et al., 2012)). Chez les animaux, BacA permet l’établissement d’infections 
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Figure 40 : Modèle d’interconnexion entre les voies de l’acide salicylique, des cytokinines et des auxines en 
réponse à Pseudomonas syringae chez Arabidopsis thaliana. 
 
Suite à l’infection par P. syringae, les CK se lient aux protéines AHK entrainant l’autophosphorylation de ces 
dernières. Ces phosphates vont être transférés aux protéines AHP qui vont alors être relocalisées dans le noyau. Les 
AHP phosphorylent ARR2, un régulateur de réponse des CK de type B. Les CK activent aussi la voie du SA qui va 
permettre la formation de monomère de NPR1 et, par conséquent, une relocalisation nucléaire. Une fois dans le 
noyau, ARR2 forme un complexe avec NPR1 et le facteur de transcription TGA3. Ce complexe se lie au promoteur 
PR1 et régule positivement la transcription du gène PR1. Les auxines ont un rôle inhibiteur dans la voie des CK et 
pourraient empêcher la phosphorylation d’ARR2. Les étoiles rouges correspondent aux phosphorylations des 
protéines. 
 
AHK : Arabidopsis histidine kinase ; AHP : Arabidopsis His-containing phosphotransfer protein ; ARR2 : Arabidopsis 
response regulator 2 ; NPR1 : non expressor of pathogenesis-related gene 1 ; PR1 : pathogenesis-related gene 1 ; TGA3 : 
TGACG-sequence-specific DNA-binding protein 1A-related gene. 
 
D’après Choi et al., 2010 
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chroniques au sein du macrophage en protégeant les bactéries pathogènes contre des peptides 

antimicrobiens. La fonction de BacA semble donc conservée entre les bactéries pathogènes et 

symbiotiques. BacA pourrait faciliter le transport de peptides ou/et affecter la composition et 

les propriétés physico-chimique de la surface bactérienne, influençant la sensibilité des 

bactéries aux peptides antimicrobiens. Il a aussi été montré que les lipopolysaccharides (LPS) 

sont importants pour la survie de Brucella et de S. meliloti au sein de leur hôte (voir revue 

(Jones et al., 2007)). En effet, des mutants lps chez S. meliloti et Brucella sont à la fois plus 

sensibles à des molécules type défensines et ne peuvent plus persister au sein de leur hôte 

(Allen, CA et al., 1998; Campbell et al., 2002).   

 

 

6. Rôle des hormones 

Les hormones jouent un rôle essentiel dans le développement et dans le système immunitaire 

des plantes. L’éthylène, le SA et le JA sont très bien référencés dans la littérature pour agir 

dans les mécanismes de défense contre les attaques de pathogène (voir revue (Robert-

Seilaniantz et al., 2011)). De plus, ces hormones sont aussi impliquées dans la nodulation. 

L’éthylène contrôle précocement et négativement la mise en place des nodosités (voir IV.2.a). 

Le JA, comme l’éthylène, inhibe la nodulation chez M. truncatula en régulant les oscillations 

calciques induites par les FN, mais de manière différente (Sun et al., 2006). Le SA est connu 

pour son rôle clé dans la résistance systémique acquise, correspondant à une résistance 

acquise lors d’un premier contact avec un pathogène et qui a lieu dans les tissus non infectés 

de la plante (voir revue (Durrant & Dong, 2004)). Le SA va agir en induisant l’expression de 

protéines PR par l’intermédiaire de NPR1 (nonexpressor of pathogenesis-related genes 1) 

(Figure 40). En l’absence de SA, la protéine NPR1, sensible à l’état d’oxydoréduction de la 

cellule, existe sous forme d’oligomère dans le cytoplasme (Mou et al., 2003). Cependant, 

l’attaque d’un pathogène, ou un traitement au SA, induit un état rédox de la cellule et conduit 

à la dissociation du complexe NPR1 en une forme monomère relocalisée dans le noyau de la 

cellule. Alors que le SA et NPR1 ont été montrés pour avoir un rôle positif dans la résistance 

aux pathogènes, ils agissent négativement dans la symbiose. Il a été montré que NPR1 inhibe 

la déformation des poils absorbants (Peleg-Grossman et al., 2009) et que la diminution du 

niveau de SA endogène augmente le nombre d’infections et de nodosités à la fois chez L. 

japonicus et M. truncatula (Stacey et al., 2006).  
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On a vu précédemment que les CK étaient primordiales dans la formation des racines et des 

nodosités (voir III.1). Cependant le rôle des CK dans la défense contre les pathogènes est mal 

connu et, selon les interactions, les CK peuvent avoir un rôle positif ou négatif dans le 

développement de la maladie (voir revue (Choi et al., 2011)). Par exemple, les CK seraient 

impliquées dans le développement de la maladie du « clubroot », causée par le protiste 

biotrophe obligatoire Plasmodiophora brassicae (Siemens et al., 2006). Ce pathogène infecte 

les racines et cause la formation de racines aberrantes. Chez A. thaliana, des analyses 

transcriptomiques ont montré que, durant la maladie, les gènes impliqués dans l’homéostasie 

des CK, tels que les cytokinines synthases et les cytokinines oxidases/dehydrogenases sont 

fortement réprimées. De plus, les plantes surexprimant une CKX deviennent résistantes à la 

maladie.  

Les auxines et les CK sont souvent décrites comme ayant des effets antagonistes dans le 

développement des organes de la plante, comme par exemple lors de la formation des RL 

(voir III.1). Il n’est donc pas surprenant de constater que ces hormones ont aussi des effets 

opposés durant l’infection de Pseudomonas syringae chez A. thaliana (voir revue (Naseem & 

Dandekar, 2012)). L’infection par P. syringae induit la biosynthèse d’auxine et un traitement 

exogène d’auxine favorise le développement de la maladie (Chen et al., 2007). De plus, 

l’inhibition du récepteur auxinique TIR1 (transport inhibitor response 1) contribue à la 

résistance contre P. syringae. (Navarro et al., 2006). En revanche, la surexpression de l’IPT 

augmente la résistance à P. syringae chez A. thaliana (Choi et al., 2010). De plus, la 

surexpression de la CKX induit une augmentation de la croissance bactérienne et une 

diminution des réponses de défenses basales, comme le dépôt de callose, après infection. 

L’auxine favorise donc la croissance bactérienne et le développement de la maladie alors que 

les CK confèrent une protection à Araidopsis contre P. syringae. Les CK ont aussi un rôle 

positif dans la résistance aux champignons nécrotrophes Alternaria brassicicola, puisque la 

surexpression de la CKX entraîne une augmentation de la taille des lésions et du nombre de 

spores. Durant l’interaction entre A. thaliana et P. syringae, il a aussi été montré que les CK, 

contrairement aux auxines, induisent l’expression de la PR1, elle-même régulée par la voie du 

SA (Figure 40) (Choi et al., 2010). En fait, ARR2 (Arabidopsis response regulator 2), un RR-

B, se lie au promoteur de PR1 (pathogenesis-related 1) en formant un complexe avec le FT 

TGA3 (TGACG-sequence-specific DNA-binding protein 1A-related gene) et la protéine 

NPR1. Toutes ces données montrent qu’il existe une variété de réponses aux CK selon les 

pathosystèmes. 



Figure 41 : Photo de la légumineuse modèle  Medicago truncatula. 
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VI. Présentation du sujet de thèse 

1. Thématique de recherche de l’équipe 

J’ai effectué mon stage de master 2 de recherche (M2R) et ma thèse au sein du laboratoire des 

interactions plantes-microorganismes (LIPM) sous la direction de Pascal Gamas. L’équipe 

dans laquelle j’ai réalisé ma thèse, dirigée par Pascal Gamas et David Barker, s’intéresse à la 

signalisation et à la dynamique cellulaire, associées aux processus infectieux des 

microorganismes symbiotiques, tels que les rhizobia et les champignons AM, chez M. 

truncatula. D’autre part, l’équipe étudie les régulateurs impliqués dans les étapes précoces et 

tardives de l’organogenèse nodulaire. Dans ce but, différentes approches ont été réalisées au 

sein de l’équipe, et notamment des analyses transcriptomiques qui ont permis l’identification 

des régulateurs transcriptionnels (El Yahyaoui et al., 2004a), tels que MtNF-YA1 (Combier et 

al., 2006b; Laloum, 2013) et bHLH1 (Godiard et al., 2011). Par la même approche, l’équipe a 

aussi identifié le FT MtEFD. Mon projet de thèse, détaillé dans la partie VI.4, s’inscrit dans la 

continuité de la thèse de Tatiana Vernié (Vernié, 2008) et a porté sur le rôle de MtEFD au 

cours de l’interaction symbiotique et en réponse à la bactérie pathogène R. solanacearum. 

C’est notamment au cours de ces travaux que l’impact d’EFD sur le développement racinaire 

a été découvert. 

 

  

2. Utilisation de la légumineuse modèle Medicago truncatula 

a. Medicago truncatula 

Durant ma thèse, j’ai travaillé sur la plante légumineuse modèle Medicago truncatula (Figure 

41). Le genre Medicago est originaire du croissant fertile recouvrant la Turquie, l’Iran, l’Irak 

et le pourtour du Bassin méditerranéen. Les espèces de Medicago ont ensuite colonisé 

l’ensemble de la Méditerranée et envahi les autres parties du monde, en particulier le 

continent américain et l’Australie ((Greene et al.) Medicago handbook). M. truncatula 

présente de nombreux avantages qui font d’elle une plante modèle. M. truncatula est une 

espèce annuelle et autogame avec un temps de génération relativement court (3-4 mois) et 

possède un génome de petite taille (environ 500 Mpb) et diploïde. Cette plante présente aussi 

l’avantage d’être transformable par Agrobacterium rhizogenes et tumefaciens. De plus, le 

séquençage et l’annotation du génome de Medicago ont été réalisés en partie (Young et al., 



Figure 42 : Sites internet référençant les bases de données, et outils génétiques et protéomiques chez 
Medicago truncatula. 
 
Colditz & Braun, 2010 
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2011), puis complétés au laboratoire (F. Debellé, P. Gamas and J. Gouzy, unpublished data). 

De nombreux outils moléculaires et génétiques sont aussi disponibles. Afin d’identifier les 

gènes symbiotiques et leur fonction, des banques de mutants ont été créées en utilisant 

différentes approches de mutagenèse, telles que la mutagenèse chimique (EMS), la 

mutagenèse par délétion (bombardement fast neutron ou rayon γ) et la mutagenèse par 

insertion (Tnt1 et MERE1, rétro-transposon endogène de Medicago) (Tadege et al., 2005; 

Tadege et al., 2009). En parallèle, de nombreux outils transcriptomiques ont été développés 

(Küster et al., 2004; Benedito et al., 2008). Les ressources et les outils bioinformatiques sur 

M. truncatula sont accessibles par internet et référencés dans la Figure 42 (Colditz & Braun, 

2010). Récemment, une nouvelle approche a été développée au sein du laboratoire, dans le but 

de décortiquer l’ensemble des gènes impliqués au cours de la nodulation, durant l’interaction 

entre M. truncatula et S. meliloti (Sallet et al., 2013). Le projet est basé sur une approche 

combinée de microdissection laser et de séquençage massif d’ARN. Ceci a permis d’identifier 

les profils d’expression des gènes de manière tissue spécifique, c’est-à-dire dans les 

différentes zones de la nodosité. De plus, la caractérisation de nouveaux transcrits, incluant 

des ARN codants et non codants, a donné des bases solides pour la ré-annotation du génome 

de M. truncatula et de S. meliloti.  

M. truncatula  sert de modèle d’étude pour les interactions plantes-microorganismes. Elle est 

capable d’établir une symbiose avec les bactéries rhizobia mais aussi avec les champignons 

AM appartenant au phylum des Glomeromycota. Cette légumineuse est aussi utilisée dans les 

études d’interaction avec des pathogènes, comme l’oomycète Aphanomyces euteiches 

responsable de la pourriture racinaire, le champignon Colletotrichum trifolii responsable de 

l’anthracnose, la bactérie Ralstonia solanacearum responsable du flétrissement bactérien ou 

encore les espèces Meloidogyne des nématodes (Cook, 1999). 

 

b. Mise en place du pathosystème M. truncatula-R. solanacearum 

R. solanacearum (anciennement appelé Pseudomonas solanacearum) fait partie de la sous-

division β de la classe des protéobactéries (Figure 3). Ralstonia est l’agent bactérien 

responsable de la maladie de Moko chez le bananier, de la pourriture brune des pommes de 

terre, ainsi que du flétrissement bactérien chez la tomate, le tabac, l’aubergine et chez 

certaines plantes ornementales (voir revue (Mansfield et al., 2012)). Plus de 200 plantes 

appartenant à 50 familles différentes dans le monde sont des hôtes potentiels de Ralstonia, 



Figure 43 : L’interaction pathogène entre Medicago truncatula et Ralstonia solanacearum.  
 
A. Représentation du développement de la maladie au cours du temps. L’étoile rouge indique que les étapes 
d’infection chez les plantes résistantes F83005.5 s’arrêtent avant l’étape 3.  
B-G. Colonisation des cellules du cortex chez les lignées sensibles A17 et résistantes F83005.5. Coupes 
transversales de racines colorées avec du bleu de toluidine à 3 (B-E) et 7 (F-G) jours après inoculation avec soit 
de l’eau (B) soit avec la souche GMI1000 (C-G). Les racines colonisées par GMI1000 ont une structure fortement 
altérée (C). Les bactéries à la surfaces des racines (D) vont coloniser les cellules corticales de la racine ainsi que 
les espaces intercellulaires (E), jusqu’à atteindre le système vasculaire de la plante hôte (F-G). RC : coiffe 
racinaire ; ME : zone méristématique ; RE : région d’élongation ; RM : région de maturation contenant des 
cellules vacuolées ; Co : cellules corticales ; large flèche blanche : maturation des vaisseaux ; tête de flèche : 
bactéries ; étoiles : poils absorbants ; flèche : colonisation des cellules du cortex par les bactéries ; flèche en 
pointillée : colonisation des espaces intercellulaires par les bactéries ; tête de flèche blanche : colonisation des 
vaisseaux par les bactéries. Barres d’échelle : 70 mm (B-C) ; 20 mm (D et G) ; 35 µm (E-F). 
 
D’après Turner et al., 2009 

A B C 

D E 

F G 



Introduction 

69 
 

comprenant des monocotylédones comme des dicotylédones et s’étendant des plantes 

annuelles aux arbres ou arbustes (voir revue (Genin & Boucher, 2002)).  

Il y a plusieurs années, le pathosystème M. truncatula-R. solanacearum a été mis en place au 

laboratoire INP-ENSAT de Castanet-Tolosan (Vailleau et al., 2007). L’inoculation de la 

souche GMI1000 de R. solanacearum sur des plantes de la lignée A17 de M. truncatula mène 

à des symptômes typiques du flétrissement bactérien, avec des signes de chlorose sur les 

cotylédons et les premières feuilles, ainsi que des oozes (exsudat de bactéries) sur les racines 

et les hypocotyles. La lignée F83005.5 ne présente aucun symptôme de maladie sur les 

cotylédons et les premières feuilles. Les plantes A17 sont sensibles à GMI1000 alors que les 

plantes F830005.5 sont, quant à elles, résistantes.  Il a été montré que 3 QTL (quantitative 

trait loci) sont associés à la résistance chez F83005.5 (Vailleau et al., 2007). Il a aussi été 

montré que la virulence de R. solanacearum est dépendante des gènes hrpG et hrpB 

(hypersensitive reaction and pathogenicity G/B). HrpG est le régulateur majeur contrôlant les 

déterminants du pouvoir pathogène de la bactérie. Il régule les gènes impliqués dans la 

dégradation de la paroi cellulaire, la biosynthèse des EPS, la détoxification des espèces 

réactives d’oxygènes et des phytohormones (Valls et al., 2006; Genin, 2010). La régulation 

du système de sécrétion de type 3 (SST3) par HrpG est dépendante de HrpB (Brito et al., 

1999). Le SST3 permet la translocation, directement dans la cellule de la plante hôte, de 

protéines bactériennes nommées effecteurs de type 3 (ET3) (voir revue (Büttner, 2012)). De 

manière générale, les ET3 favorisent le développement de la bactérie en supprimant les 

réponses de défense de la plante ou en favorisant l’accès aux ressources énergétiques 

(Boucher et al., 2001).  

Chez M. truncatula, l’infection par R. solanacearum peut se définir en quatre étapes (1 à 4) 

(Figure 43A) (Turner et al., 2009). (1) Tout d’abord,  Ralstonia pénètre les 2-3 premiers 

millimètres des pointes racinaires, puis des symptômes racinaires apparaissent et 

correspondent à  un arrêt de croissance racinaire, une boursouflure des pointes racinaires, une 

perte de viabilité des cellules de l’épiderme ainsi qu’un brunissement des tissus. Ces 

symptômes racinaires ne sont pas dépendant du fond génétique de la plante puisqu’ils sont 

communs aux lignées sensibles et résistantes. (2) Ensuite, les bactéries adhèrent à la surface 

de l’épiderme et colonisent les cellules corticales et les espaces intercellulaires des pointes 

racinaires (Figure 43B-G). (3) Uniquement chez la lignée sensible, les bactéries vont ensuite 

pénétrer et proliférer dans les faisceaux vasculaires, (4) menant à la mort de la plante hôte. 

 



Figure 44 : Arbre phylogénétique du groupe V des ERF chez Arabidopsis et Medicago.  
 
Toutes les protéines du groupe V des ERF chez Arabidopsis, décrites par Nakano et al., 2006, ont été alignées 
avec les protéines du groupe V chez Medicago (ERNs et EFD).   
 
D’après Vernié et al., 2008 
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3. MtEFD, un facteur de transcription impliqué dans le 

développement nodulaire 

a. MtEFD, un facteur de transcription de la famille des ERF 

MtEFD appartient à une large famille de FT chez les plantes : la famille des AP2/ERF 

(Figure 44). Les membres de cette superfamille sont définis par leur domaine AP2/ERF de 

liaison à l’ADN constitué de 60 à 70 acides aminés (Nakano, T. et al., 2006). Le domaine 

AP2 a d’abord été identifié chez la protéine APETALA 2 (AP2) d’A. thaliana, et est connu 

pour jouer un rôle dans l’établissement du méristème floral et la spécification de l’identité des 

organes floraux (Jofuku et al., 1994). Puis, chez Nicotiana tabacum, les protéines ERF1, 2, 3 

et 4 (anciennement appelées EREBP1, 2, 3 et 4 pour ethylene-responsive element binding 

proteins 1, 2, 3 et 4) ont toutes été identifiées comme ayant un domaine ERF de liaison à 

l’ADN capable de se lier à des éléments de réponse à l’éthylène (Ohme-Takagi & Shinshi, 

1995). Bien que MtEFD appartienne à la famille des ERF, il n’est pas induit par l’éthylène 

(Vernie et al., 2008). 

La superfamille AP2/ERF est divisée en trois familles : la famille des AP2 contenant deux 

domaines AP2/ERF, la famille RAV (related to abscisic acid insensitive 3/viviparous1) 

contenant un domaine AP2/ERF et un autre domaine de liaison à l’ADN nommé B3 et, enfin, 

la famille ERF contenant un seul domaine AP2/ERF (Nakano, T. et al., 2006). Cette dernière 

famille peut être divisée en deux sous-familles : les ERF et les CBD/DREB (C-repeat binding 

factor/drought response element binding protein). Chez A. thaliana, la sous-famille ERF est 

composée de 122 gènes, représentant plus de 80% des membres de la superfamille AP2/ERF 

(Nakano, T. et al., 2006), tandis que 106 gènes sont retrouvés chez M. truncatula (Zhang, H 

et al., 2011) (PlantTFDB version 3.0).  

Chez A. thaliana, la sous-famille ERF a été divisée en 10 groupes (de I à X) selon la séquence 

en acide aminé du domaine AP2/ERF (Nakano, T. et al., 2006). Le groupe V est lui-même 

divisé en 2 sous-groupes, Va et Vb, qui se distinguent par la présence d’un intron et de motifs 

conservés dans la partie C-terminale. MtEFD et les protéines SHINE (SHN) appartiennent au 

sous-groupe Va, tandis que les protéines RAP2.11 (related to apelata 2 11), ERN1, 2 et 3 font 

parties du sous-groupe Vb (Figure 44) (Cerri et al., in press). Chez A. thaliana, les protéines 

SHN agissent de manière redondante dans la régulation de la biosynthèse des lipides de la 

cuticule et dans le métabolisme des pectines et dans la structure des protéines de la paroi des 
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cellules de l’épiderme (Aharoni et al., 2004; Shi et al., 2011). Récemment, il a été montré 

chez A. thaliana, que dans des conditions de faible concentration en K+, RAP2.11 régule 

directement l’expression du gène AtHAK5 (A. thaliana high-affinity K+ uptake transporter), 

codant pour un transporteur à K+ à haute affinité (Kim et al., 2012). Chez M. truncatula, les 

protéines ERN1 et 2 sont importantes pour la transduction du signal induit par les FN (voir 

II.2.c). 

Au départ, il a été montré que le domaine ERF de liaison à l’ADN est capable de se lier à une 

séquence promotrice de 11 pb (TAAGAGCCGCC), appelée boîte GCC et conservée parmi 

les protéines associées à la pathogénicité et inductibles par l’éthylène (Ohme-Takagi & 

Shinshi, 1995). L’analyse structurale d’une de ces protéines chez A. thaliana, AtERF1 (A. 

thaliana ethylene response factor 1), a révélé que la majorité des résidus conservés étaient 

importants soit pour la stabilité de la structure de la protéine, soit responsables de la liaison à 

l’ADN (Allen, MD et al., 1998). La Figure 45 montre l’alignement protéique de MtEFD et 

des autres protéines du groupe V. Cependant, plus récemment, il a été montré que les 

protéines RAP2.11 et ERN1 se lient à des motifs différents appelés GCC-like (respectivement 

GCCGGC et GCAGGCC) (Andriankaja et al., 2007; Kim et al., 2012). 

 

b. Rôle d’EFD au cours de la nodulation 

L’expression de MtEFD est associée aux divisions des cellules corticales formant le 

primordium nodulaire (Vernie et al., 2008) (Figure 46A). MtEFD est aussi exprimé dans la 

région centrale de nodosités immatures (4 jours) et dans la région II distale de nodosités 

matures (10 jours) (Figure 46B-C).  

Le mutant efd-1 est un mutant nul issu d’une banque de mutants de délétion (Rogers et al., 

2009). La délétion recouvre une partie du promoteur et de la séquence codante du gène. Des 

plantes mutantes efd-1 ou RNAi-MtEFD ont un nombre d’infections et de nodosités supérieur 

au sauvage, tandis que des plantes surexprimant MtEFD (promoteur 35S) comptabilisent un 

nombre de nodosités inférieur au sauvage (Vernie et al., 2008). Il a donc été proposé que 

MtEFD contribue à la rétro-régulation négative du nombre de nodosités (Figure 34B) (voir 

IV.2.b) (Vernie et al., 2008; Saur et al., 2011). De plus, les nodosités efd-1 sont moins 

allongées et de couleur blanche (Vernie et al., 2008). Un test de réduction à l’acétylène a 

permis de démontrer qu’elles ne fixent pas l’azote (phénotype fix-). Chez le mutant efd-1, la 

zone II est fortement élargie et comporte de nombreux cordons d’infections anormaux 



A B C 

WT efd1 

50µm 50µm 

5µm 5µm 

2 µm 

2 µm 2 µm 

2 µm 

Figure 46 : Expression de pMtEFD::GUS au cours de la nodulation chez Medicago truncatula. 
 
A. L’expression de MtEFD est associée aux divisions des cellules corticales (étoiles). Le triangle vert indique la 
déformation d’un poil absorbant. 
B. MtEFD est fortement exprimé dans des nodosités de 4 jours. 
C. MtEFD est exprimé majoritairement dans la zone II distale de nodosités matures (10 jours après inoculation). 
Barres d’échelle : 50µm 
 
D’après Vernié et al., 2008 

Figure 47 : Phénotype du mutant efd-1. 
 
Photo de coupe de nodosités de 10 jours chez le sauvage (WT) (à gauche) et chez efd-1 (à droite). I : zone I ; II : 
zone II : III : zone III ; les flèches épaisses montrent les cordons d’infection ; les flèches fines montrent  le 
réticulum endoplasmique ; les flèches en pointillées indiquent les petites vésicules ; les têtes de flèches blanches et 
noires pointent respectivement sur des bactéroïdes de type 1 et 2 ; l’étoile indique les bactéroïdes de type 4. 
 
D’après Vernié et al., 2008 
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(Figure 47). Les cellules végétales ont une structure anormale et le cytosquelette et le 

réticulum endoplasmique sont altérés. De plus, des analyses de microscopie électronique ont 

montré que peu de bactéries sont endocytées et vont jusqu’à un stade de différenciation 

terminale (Figure 47). MtEFD joue donc un rôle positif dans la différenciation des bactéries 

et des cellules végétales.                                                                                                                                       

Par une approche transcriptomique, des gènes cibles de MtEFD ont été recherchés en 

combinant trois critères (Vernie et al., 2008) : seul le gène MtRR4 a été retrouvé comme étant 

à la fois (i) plus faiblement exprimé dans des nodosités efd-1 que dans des nodosités 

sauvages ; (ii) plus fortement exprimé dans des racines transgéniques surexprimant MtEFD 

(promoteur 35S) versus vecteur vide ; (iii) exprimé de manière similaire à MtEFD en réponse 

à différentes souches bactériennes sauvages ou mutées. Cette cible a été ensuite validée par 

démonstration de la transactivation de pRR4::GUS via MtEFD dans Nicotiana benthamiana.  

 

 

4. Projet de thèse 

Au cours de ma thèse, nous avons cherché à approfondir le rôle de MtEFD dans le processus 

de différenciation nodulaire. Etant donné que les différenciations sont corrélées à 

l’endoréduplication, nous nous sommes demandé si MtEFD a un impact dans ce processus 

chez les cellules végétales et les bactéries. Nous avons aussi cherché à savoir si le mécanisme 

d’action de MtEFD dans la différenciation nodulaire passe par MtRR4. Pour cela, des 

expériences de complémentation du mutant efd-1 avec le gène MtRR4, exprimé sous le 

contrôle du promoteur MtEFD, ont été réalisées. Cependant, MtRR4 n’est probablement pas 

la seule cible régulée par MtEFD. Pour identifier de nouveaux gènes potentiellement régulés 

par MtEFD, les transcriptomes de nodosités mutantes efd-1 et sauvages ont été analysés à 

partir d’une nouvelle génération de microarray (puces Nimblegen). Ces puces sont plus 

sensibles et complètes que la précédente et devraient recouvrir la totalité du génome de M. 

truncatula. Au cours de ma dernière année de thèse, un nouveau gène présentant une forte 

similarité de séquence avec MtEFD a été découvert à partir des données générées par le LCM 

et a été nommé MtEFD2. Nous avons donc cherché à caractériser ce nouveau gène.  

Des analyses transcriptomiques, réalisées au laboratoire INP-ENSAT par Marie-Françoise 

Jardinaud, ont révélé l’induction de MtEFD au cours de l’interaction pathogène entre M. 

truncatula et R. solanacearum. De plus, ces données montraient qu’un nombre important de 
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gènes liés aux CK étaient dérégulés, dont MtRR4. Au cours de sa thèse, Tatiana Vernié a 

découvert avec Fabienne Vailleau et Marie-Françoise Jardinaud l’induction de MtEFD au 

cours de l’interaction entre M. truncatula et R. solanacearum. Pendant ma thèse, j’ai participé 

à la suite de ce projet qui a consisté à comprendre quel est l’impact de MtEFD et des CK au 

cours du développement de la maladie. 

 

Les résultats des travaux sur l’impact de MtEFD dans le développement nodulaire et racinaire 

d’une part, et dans l’interaction entre M. truncatula et R. solanacearum d’autre part, seront 

présentés sous la forme d’article, respectivement dans les chapitres II (article en préparation) 

et III (article soumis et accepté dans New Phytologist), puis discutés dans le chapitre IV. 
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Summary 

  

Rhizobium-legume endosymbiosis involves the formation of a specific organ, the root nodule, 

which provides bacteria with the proper environment for atmospheric nitrogen fixation. 

Coordinated differentiation of plant and bacterial cells is an essential step of nodule 

development, for which very few transcriptional regulators have been characterized. MtEFD 

has previously been shown to be important for the differentiation of the nitrogen-fixing zone 

and to positively control a negative regulator of the cytokinin pathway, the MtRR4 gene. Here 

we showed that the efd-1 KO mutant impacts on the level of plant and bacterial 

endoreduplication in nodules, and specifically affects the 16C to 32C/64C transition in plant 

cells, in contrast to other fix- mutants. MtRR4 could not complement efd-1 but we discovered 

new MtEFD target genes upregulated during early differentiation step and found out that 

MtEFD prevents early activation of a set of late nodulin genes. In addition to its nodule 

expression, MtEFD was also found in the roots. We showed that MtEFD contributes to the 

control of lateral root number and DNA synthesis activity in the root apex. Finally a closely 

related paralog of MtEFD was discovered, MtEFD2, able to complement efd-1 when 

expressed by the MtEFD promoter, and opening interesting perspectives for the 

understanding of MtEFD function. 
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Introduction 

 

Rhizobium-legume endosymbiosis allows legume plants to grow efficiently under low soil 

nitrogen conditions. It provides a considerable amount of nitrogen (one of the most limiting 

factors for plant growth) to agro or ecosystems without fossil energy consumption, and is 

therefore of prime interest for sustainable agriculture (Peoples et al., 2009). It involves the 

formation of a specific organ by the plant, the root nodule, which harbors rhizobia and 

provides them with energy (a carbon source) and a micro-oxic environment. These two 

elements are essential to allow the bacterial nitrogenase to fix atmospheric nitrogen for the 

plant benefit. 

Nodule formation involves a series of steps, starting with specific recognition between the 

plant and the microsymbiont by an exchange of chemical signals, among which bacterial 

lipochitooligosaccharide, the Nod factors (NF), play a crucial role (Oldroyd, 2013). Following 

NF perception, genes controlling initiation of nodule formation are activated in parallel and in 

coordination with the rhizobial infection process (Murray, 2011; Oldroyd et al., 2011; Popp & 

Ott, 2011). Master regulators of nodule organogenesis have been identified notably from plant 

mutants that are able to produce spontaneous nodules in the absence of rhizobial infection. 

The first one is a gain of function (gof) mutant in a calcium/calmodulin-dependent protein 

kinase (CCaMK) thought to decode calcium spiking signals triggered by NF perception 

(Gleason et al., 2006a; Tirichine et al., 2006b). Cytokinins (CK) play an essential role 

downstream of CCaMK. Loss of function mutants of the main CK receptor in roots (LHK1 in 

Lotus japonicus, MtCRE1 in Medicago truncatula) are defective in the cortical cell divisions 

that lead to nodule formation (Gonzalez-Rizzo et al., 2006a; Murray et al., 2007), while a gof 

LHK1 mutant produces spontaneous nodules (Tirichine et al., 2007) and exogenous L. 

japonicus root treatment with CK induces nodule-like structures (Heckmann et al., 2011b). 

Spontaneous nodule formation requires three transcription factors (TF), NSP1, NSP2 and NIN 

(Marsh et al., 2007; Tirichine et al., 2007; Hayashi et al., 2010; Madsen et al., 2010). 

Exogenously applied CK induce LjNSP1 and LjNIN (Heckmann et al., 2011b), as well as 

MtNSP2 and MtNIN (Plet et al., 2011; Ariel et al., 2012), while the MtNIN promoter is bound 

in vitro by the MtNSP1-MtNSP2 complex (Hirsch et al., 2009). In L. japonicus ectopic 

overexpression of LjNIN leads to the production of nodule primordia-like structures, 

independently of CCaMK, LHK1, NSP1 and NSP2, consistent with LjNIN acting downstream 
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of these genes (Soyano et al., 2013). LjNIN has been found to positively regulate two subunits 

of the NF-Y transcriptional regulator, LjNF-YA and LjNF-YB (Soyano et al., 2013). Ectopic 

overexpression of LjNF-YA, like LjNIN, enhances cortical cell division in and next to lateral 

root (LR) primordia. In M. truncatula, NF-YA has been shown to play an important role in 

the nodule meristem activity (Combier et al., 2006a; Combier et al., 2008), as well as in NF 

signaling (Laloum et al., submitted) and S. meliloti infection (Laporte et al., submitted). 

Later stages of nodule development markedly differ between indeterminate (as in M. 

truncatula) and determinate (as in L. japonicus) nodules. In indeterminate nodules the apical 

meristem (termed zone I) continuously produces cells which undergo a strong differentiation 

process following a spatial zonation (Vasse et al., 1990). In the subapical region, termed distal 

zone II, plant cells begin to differentiate and get infected by rhizobium released from infection 

threads, tubular structures of plant origin growing from infected root hairs through root and 

then nodule tissues. In the proximal zone II, bacterial cells surrounded by a plant membrane 

(together forming the symbiosome) and the hosting plant cells considerably enlarge while 

undergoing several cycles of endoreduplication (Kondorosi & Kondorosi, 2004; Mergaert et 

al., 2006). The endoreduplication process stops at the next zone, called interzone II-III which 

makes the transition with the nitrogen-fixing zone III. In these two zones bacteria are fully 

differentiated in so called type-IV elongated bacteroids. A senescence zone IV gradually 

develops within the zone III, after several weeks in wild type nodules and much more rapidly 

in environmentally-stressed or mutant fix- nodules that are unable to fix nitrogen (Pérez 

Guerra et al., 2010).  

Nodule differentiation is marked by profound modifications in plant and bacterial gene 

expression, with thousands of genes differentially expressed between different stages and 

nodule zones (Barnett et al., 2004; El Yahyaoui et al., 2004b; El Yahyaoui et al., 2004a; 

Mitra et al., 2004; Capela et al., 2006; Benedito et al., 2008; Maunoury et al., 2010; Moreau 

et al., 2011b; Boscari et al., 2013; Limpens et al., 2013). Only a few M. truncatula mutant 

genes corresponding to non nitrogen-fixing (fix-) phenotypes have been cloned from forward 

genetics screens. These genes encode a meristematic transporter (nip/latd mutant) (Yendrek et 

al., 2010), an interactor of CCaMK (ipd3 mutant) (Ovchinnikova et al., 2011), a subunit of a 

specific signal peptidase complex (dnf1) (Wang et al., 2010a) and a phosphatidylinositol 

phospholipase C-like protein required for bacteroid persistence and prevention of defense-like 

responses (dnf2 mutant) (Bourcy et al., 2013). The DNF1 protein is necessary for the 

processing and addressing of the large family of nodule-specific NCR/CCP proteins identified 
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by transcriptomics (Fedorova et al., 2002; Mergaert et al., 2003) and controlling bacteroid 

differentiation (Van de Velde et al., 2010; Kondorosi et al., 2013). Reverse genetics 

approaches have enabled to identify several other genes as important for fix+ nodule 

formation. The CCS52A cyclin regulator gene plays a key role in the plant endoreduplication 

process (Vinardell et al., 2003a). The RAB7 gene is important for proper symbiosome 

formation (Limpens et al., 2009). A few transcriptional regulators have been discovered by 

transcriptomics approaches and functionally characterized. MtZPT2.1 is involved in the 

differentiation of the nitrogen-fixing zone (Frugier et al., 2000a) while MtbHLH1 has an 

impact on vascular bundle formation and activity (Godiard et al., 2011). Two TF have been 

shown to be more specifically involved in the differentiation process within the zone II: 

MtEFD (Vernie et al., 2008) and very recently MtRSD, a zinc finger protein (Sinharoy et al., 

2013). 

MtEFD belongs to the large family of AP2/ERF TF, more specifically to the groupV 

(Nakano, Toshitsugu et al., 2006) (Cerri et al., in press), as ERN1 and ERN2, which are 

involved in NF signaling and rhizobium infection (Andriankaja et al., 2007; Middleton et al., 

2007a; Cerri et al., 2012). MtEFD exhibits however important differences with ERN1 and 

ERN2, notably in the AP2/ERF DNA binding domain. It also shows a different expression 

pattern, since it is expressed in the nodule primordium, but not induced by NF nor associated 

to infection threads, in contrast to ERN1 and ERN2. In the nodule, MtEFD is expressed in the 

distal and proximal zone II, and in the root, it is expressed in the apex and in lateral root 

primordia. A deletion mutant of EFD, efd-1, exhibits a fix- phenotype, correlating with a 

strongly altered differentiation of the zone II and III (Vernie et al., 2008).  

Transcriptomic analyses supported by a transactivation assay In Nicotiana benthamiana have 

established that MtEFD positively controls a negative regulator of the CK pathway, the type 

A response regulator MtRR4 gene. The fact that MtRR4 was the only MtEFD target gene 

identified from young efd-1 nodule analyses has led to a model where the downregulation of 

CK in the zone II would be a key factor for triggering the differentiation process (Vernie et 

al., 2008). Considering the impact of CK on root development, MtEFD expression profile 

also raised the possibility that efd-1 has a root phenotype. Here we used various approaches to 

further characterize MtEFD role and mechanism of action during nodule differentiation and 

root development. We found out new early target genes positively controlled by MtEFD and 

discovered that in addition MtEFD prevents early activation of a set of late nodulin genes. We 

also showed that MtEFD contributes to the control of lateral root number and impacts on 
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DNA synthesis activity in the root apex. Finally we found out a closely related paralog of 

MtEFD, able to complement efd-1 when expressed by the MtEFD promoter, and representing 

a useful tool for MtEFD structure/function analyses. 
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Material and Methods  

 

Plant growth conditions 

The M. truncatula cultivar Jemalong A17 accession was used as the wt reference. The efd-1 

mutant was previously described (Vernie et al., 2008). The TR36, TRV36, TRV43, TR183 

and TR3 (Sagan et al., 1995; Sagan et al., 1998; Morandi et al., 2005) mutant seeds were 

provided by Peter Mergaert (ISV, Gif-sur-Yvette). Seeds were sterilized and placed at 4°C 

during 5 days then germinated one night at 25°C. Germinated seeds were grown with a 

light/dark photoperiod of 16h/8h, on plate containing a Farheus medium  (FAHRAEUS, 

1957) supplemented with 0.5 mM NH4NO3 and covered with a filter paper (at 25°C), in 

sepiolite (at 25°C) or in aeroponic caissons (at 22°C), as described in (El Yahyaoui et al., 

2004a; Vernie et al., 2008), with the appropriate plant growth medium. For root 

transformation, ARqua1 Agrobacterium rhizogenes was used as described in (Boisson-

Dernier et al., 2001). The transformed roots were selected with DsRED visualization and 

kanamycin resistance conferred by the plasmid. 

 

Bacteria strains and inoculation 

The wt S. meliloti 2011 strain (GMI6526) and S. meliloti strain carrying a pnifH::GFP 

construct (provided by Rene Geurts and Eric Limpens, Wageningen University) were grown 

at 28°C in a tryptone yeast medium supplemented with 6 mM calcium chloride and 10 

μg.mL−1 tetracycline. After 2 days, bacteria were grown in a liquid growth medium (identical 

to the previous one) during one night, and then bacteria were resuspended in sterile water. For 

culture in sepiolite, plants were inoculated twice, at 4 and 9 days after their transfer, with 1mL 

of inoculum at OD600=0.01 per plant. The inoculation condition used for the plant culture in 

caissons were the same that described in (El Yahyaoui et al., 2004a). Conditions for routine 

culture of R. solanacearum GMI1000 were as described (Cunnac et al., 2004). Inoculation 

was performed as described previously (Turner et al., 2009). Bacterial concentration was set 

at 107 colony-forming units (cfu).mL−1 for root tip inoculation. Mock treatment was carried 

out using the same procedure with water. 
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Plasmid constructs  

Phusion High Fidelity DNA polymerase (Finnzymes, Finland) was used to amplify all 

fragments from genomic DNA according the manufacturer instructions. Amplified fragments 

were then blunt cloned in a pBluescript II KS(+) (www.genomics.agilent.com) or recombined 

into a pDONOR207 Gateway vector (Invitrogen). For MtEFD, MtPLT and MtEFD2 

promoters, we amplified respectively 960, 2300 and 2565 bp upstream of the transcription 

start determined from RNA-seq data with the primers listed table S4. To generate MtEFD, 

MtRR4 and MtEFD2 coding sequence, we amplified the sequences between the transcription 

start (5’UTR) and the transcription end (3’UTR) determined from RNA-seq data.  

The complementation constructs pMtEFD::MtEFD, pMtEFD::MtRR4 and 

pMtEFD::MtEFD2 were carried out using the pCAMBIA 2200 vector carrying the DsRED 

marker (corresponding to the empty vector) and provided by Charles Rosenberg (LIPM, 

Castanet-Tolosan), following the Golden Gate technology with the BsaI enzyme (Engler et 

al., 2008). 

The MtPLT and MtEFD2 GUS-fusion constructs were obtained by recombination into the 

pKGWFS7 gateway binary vector. The pMtEFD::GUS construct was already described 

(Vernie et al., 2008). 

 

Histological methods 

For complementation assays, nodules were harvested 6 weeks after the first inoculation with 

the S. meliloti pnifH::GFP strain and we used a fluorescence excitation in the 540-522nm 

range and emission detection in the 567-647nm range to observe the DsRED expression with 

the Axiozoom V16. For fluorescence observations, nodules were placed in a fixation solution 

of Potassium Phosphate (KPi) 0.1M and 3% paraformaldehyde. Nodules were vacuum 

infiltrated with the fixation solution three times for 5 minutes, and they were left during one 

night at 4°C. Then, nodules were rinsed at least three times with KPi 0.1M. Nodule sections 

(80µm thick) were performed from blocks of 4% agarose or 30% ovalbumine, 0.5% gelatin 

and 1% glutaraldehyde, using a vibrating microtome (LEICA VT 1000S). Before microscopic 

observation, nodules were staining by DAPI (4’,6'-diamidino-2-phénylindole) (1 µg/mL) for 5 

minutes and rinsed with KPi 0.1M. All fluorescent images were obtained with the Axioplan 2 

Imaging microscope. To see the DAPI and GFP fluorescences with the Axioplan 2 Imaging 
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microscope, we respectively used fluorescence excitation in the 359-371nm and 455-495nm 

ranges, and emission detection in from 397nm and in the 505-555nm range. 

Nodules and roots histochemical staining for GUS activity were performed as described in 

(Vernie et al., 2008) with an incubation at 37°C for 6 h. After staining, roots were cleared 

briefly with sodium hypochlorite. Then, nodule sections (80µm) and roots were observed in 

bright filed with the Axioplan 2 Imaging microscope. 

Active nuclei in M. truncatula root tips were visualize using Click-iT® EdU cell proliferation 

assay (Life Technologies). WT or efd-1 seedlings were grown as already described for 6 days. 

They were incubated overnight in 10 µM EdU in liquid Farheus at 25°C. Samples were then 

fixed and treated according manufacturer instructions.  

The DNA cell content was measured by flow cytometry (Facscalibur, Becton Dickinson). 

Freshly collected samples were put in an eppendorf, immersed in liquid nitrogen and could be 

conserved at -80°C. Then they were chopped with a razor blade in 300µL of Galbraith buffer 

(Galbraith et al., 1983). The resulting solution was filtered (100µm) in a tube containing 

7.5µL propidium iodure (1 µg/mL) and 300µL Galbraith buffer. For nodule endoreduplication 

analysis, at least three nodules per plant were collected. We used a leaf sample as reference to 

determine the peak of 2C and 4C for the ploidy level of plant cell. An S. meliloti culture 

(OD600=1.12) was used as reference to non endoreduplicated bacteria.  

 

Genomic DNA isolation and co-segregation analysis 

The progeny of heterozygous efd-1 plants were grown on Farheus medium supplemented with 

0.5 mM NH4NO3. For each plant, the root length and the number of lateral roots were 

analyzed, and the total DNA was isolated from leaf following the recommendations of the 

Soltis Lab CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) DNA Extraction protocol (Doyle & 

Doyle, 1987; Cullings, 1992). To perform the co-segregation analysis, we used two couple of 

primers specific to MtEFD (see Table S4). PCR reactions were performed with Phusion High 

Fidelity DNA polymerase (Finnzymes, Finland) according the manufacturer instructions. The 

reverse primer of the couple 1 was chosen to match with the efd-1 deletion. The absence or 

presence of the PCR products allowed us to distinct between the efd-1 or wt DNA 

respectively. The second couple of primers was used to produce amplification products of 
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2513 bp or 943 bp, corresponding respectively to wt or efd-1 DNA. A ¼ efd-1 ¼ WT ½ 

heterozygous segregation ratio was validated a using χ2 test (pVal 0.0025). 

 

Microrray experiments 

 Transcriptome Analyses 

Microarray analyses were carried out at URGV (Evry, France), using microarrays based on 

the Roche-NimbleGen technology. High density microarray slides contained twelve 

chambers, each with 249,087 oligonucleotides representing 83,029 Medicago truncatula 

genes, each oligonucleotide being in triplicate for robust analysis. Four independent 

biological replicates were analyzed. For each biological repetition and each point, RNA 

samples were obtained by pooling RNAs from ≥12 plants cultivated in aeroponic caissons. 

Total RNA was extracted using the Qiagen RNaseasy Plant kit according to the supplier’s 

instructions. For each comparison, one technical replicate with fluorochrome reversal 

including 4 biological replicates was performed (i.e. 4 dye-switch hybridizations per 

comparison). The labeling of cRNAs with Cy3-dUTP or Cy5-dUTP (Perkin-Elmer-NEN Life 

Science Products) and the hybridization to the slides were performed as described in (Lurin et 

al., 2004). Two micron scanning was performed with InnoScan900 scanner (InnopsysR, 

Carbonne, FRANCE) and raw data were extracted using MapixR software (InnopsysR, 

Carbonne, FRANCE). 

 

Statistical Analysis of Microarray Data 

Experiments were designed with the statistics group of URGV. For each array, the raw data 

comprised the logarithm of median feature pixel intensity at wavelengths 635 nm (red) and 

532 nm (green). For each array, a global intensity-dependent normalization using the loess 

procedure (Yang et al., 2002) was performed to correct the dye bias. The differential analysis 

was based on the log-ratios averaging over the duplicate probes and over the technical 

replicates. Hence the number of available data for each gene equaled the number of biological 

replicats and was used to calculate the moderated t-test (Smyth, 2004). Under the null 

hypothesis, no evidence that the specific variances varied between probes was highlighted by 

Limma and consequently the moderated t-statistic was assumed to follow a standard normal 

distribution. To control the false discovery rate, adjusted p-values found using the optimized 
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FDR approach of (Storey & Tibshirani, 2003) were calculated. Analysis was done with the R 

software (R development Core Team, 2005). The function SqueezeVar of the library limma 

was used to smooth the specific variances by computing empirical Bayes posterior means. 

The library kerfdr was used to calculate the adjusted p-values.  

 

Data Deposition 

Microarray data from this article were deposited at Gene Expression Omnibus 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), accession no. GSE xxxxx) and at CATdb 

(http://urgv.evry.inra.fr/CATdb/; Project: 12plex_medicago_2012-03) according to the 

“Minimum Information About a Microarray Experiment” standards. 

 

RNA isolation and Real Time quantitative Reverse Transcription PCR 

For the expression data with R. solanacearum, two biological repeats were performed for 

each time points: 0 hour post inoculation (hpi) (collected immediately after inoculation), 

12hpi and 72hpi. For the expression data during nodulation, four biological repeats were 

performed for each condition corresponding to genotypes (SWT and efd-1) and time points: 

0dpi (non inoculated roots), 4dpi and 11dpi. Samples were ground in liquid nitrogen and total 

RNAs were isolated using the Qiagen RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) with DNAse treatment 

according to the manufacture’s recommendations. The RNA quality was verified using a 

Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) and the RNA quantity was 

measured using a Nanodrop Spectrophotometer ND-100 (NanoDrop Technologies). Reverse 

transcription was then performed from 2µg of total RNA using the superscript reverse 

transcriptase II (Invitrogen, Life) and a poly-T primer. Quantitative RT PCRs were carried out 

using the Light Cycler® 480 SYBR Green I Master Kit on a LightCycler 480 machine with 

the manufacturer recommended conditions and primers, which are listed in Table S4. The 

PCR conditions were as follows: 95°C for 5min, 45 cycles at 95°C for 15s and 60°C for 1min. 

Two to four housekeeping genes were used as internal controls (Ubiquitin, EF1α, Helicase 

and GADPH). PCR amplification specificity and efficiency were verified using respectively 

the melting curves and the standard curves. The relative expressions were calculated using the 

2-ΔCt method (Livak & Schmittgen, 2001). 
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Statistical analysis 

Two population mean comparisons were performed using the following procedure. Normal 

distribution of data was tested using a Shapiro-Wilk normality test. In the case of a normal 

distribution, variance equality was tested with a Fisher test and mean comparison performed 

with a Student t.test or a Welch test. Mean comparisons of non Normal distributed data were 

tested with a wilcoxon test.   

For multiple mean comparisons, we subjected data to a one factor ANOVA model. For each 

model, normality of model residual error was assessed using a Shapiro and Wilk test and 

homoscedasticity was verified using the Levene test. Models showing a significant effect of 

the primary factor were subjected to Tukey's post hoc test for single step multiple mean 

comparison.  Frequency testing was carried out using χ2 test.  All statistical tests were carried 

out using the R software version 2.15.2 and a 0.05 Type I error risk. 

 

Protein alignment and phylogenetic tree  

We used a blastp research to identify the ten best MtEFD homologues from M. truncatula, L. 

japonicus and A. thaliana. Then, to generate a phylogenetic tree, a multiple protein alignment 

was performed using MUSCLE (www.phylogeny.fr). For branch support, a non-parametric 

test based on a Shimodaira-Hasegawa-like procedure was used. The protein alignment for 

MtEFD and its closest homologues in M. truncatula, L. japonicus and A. thalina was realized 

using a multiple alignment program for amino acid or nucleotide sequences (Mafft version 7, 

http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). 
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Results 

 

The efd-1 mutant is affected in the number of endoreduplication cycles in nodules 

To further characterize the role of MtEFD in nodule differentiation, we examined the impact 

of the efd-1 mutation on the level of endoreduplication, a process intimately associated with 

nodule differentiation. We measured the DNA content of plant and bacterial cells by flow 

cytometry, following propidium iodide incorporation (Fig. 1). In wild type (wt) mature 13-

day-old nodules, the DNA content of plant cells ranged from 2C to 64C (corresponding to 

five cycles of endoreduplication), with 32C and 64C cells representing on average 9.4% and 

0.35% of the analyzed population respectively (Fig. 1a, Table S1). The relative abundance of 

32C and 64C cells was strongly decreased in the efd-1 nodules (0.8% and 0.08% of the 

population on average, respectively), whereas the frequency of 16C cells in efd-1 nodules was 

not statistically different from wt (3.5% vs. 4.2%) (Table S1). Analysis of 30-day-old nodules 

showed an even stronger decrease in 32C cells in efd-1 as compared to the wt situation (0.6% 

vs. 10.5 %; Table S1), indicating a real defect and not a simple delay in the production of 

highly endoreduplicated cells. We then analyzed bacterial endoreduplication, using bacterial 

cultures, wt and efd-1 nodules. Even though technical limitations prevented to obtain results 

as precise as with plant cells, the average DNA content was somewhat higher in efd-1 nodules 

than with bacteria grown in liquid medium, suggesting some level of endoreduplication, but 

clearly lower than in wt nodules (Fig. 1b). It can thus be concluded that both plant and 

bacterial endoreduplication are affected in efd-1 nodules. 

To determine how the endoreduplication pattern of efd-1 nodules compared with the one 

observed in other Fix- nodules, we analyzed five mutants, TR3, TR36, TRV36, TR183 and 

TR43 (Sagan et al., 1994; Morandi et al., 2005), previously shown to be affected in the 

nodule endoreduplication process (Maunoury et al., 2010). Except for TR3, allelic to ipd3 

(Ovchinnikova et al., 2011), genes corresponding to these mutations have not yet been 

identified. We observed four patterns of endoreduplication, based on the percentage of 16C 

and 32C plant cells (Fig. 1, c to f and Table S2). The first one corresponded to wt nodules 

(Fig. 1c). The second group, including TRV36 and TRV43, was characterized by a lower 

proportion of both 16C and 32C than in wt nodules (Fig. 1d). The third group corresponded to 

efd-1, showing a very weak level of 32C but a normal 16C level (Fig. 1e). The fourth group, 

composed of TR3, TR183 and TR36w, was the most affected since it only showed 2C, 4C 
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and 8C cells, as in a root (Fig. 1f). These results were highly consistent with data previously 

obtained by Maunoury et al. (2010), except for TR183, more strongly affected in our 

conditions. Importantly, these analyses indicated that efd-1 is different from the other tested 

Fix- mutants and that MtEFD seems to be important specifically for the 16C-32C transition.  

 

MtRR4, an MtEFD target involved in the cytokinin pathway, does not complement the 

nodule development defects of the efd-1 mutant  

Previous transcriptomic analyses allowed us to identify one MtEFD target gene 

downregulated in young (four-day-old) efd-1 nodules, MtRR4, a negative regulator of the CK 

pathway (Vernie et al., 2008). Quantitative RT-PCR (Q-RT-PCR) analyses using efd-1 plants 

with a cleaner genetic background (two backcrosses) fully confirmed that the MtRR4 

expression was strongly reduced in efd-1 four-day-old nodules (Fig. S1a), i.e. probably at the 

very beginning of nodule differentiation. Moreover, recent experiments coupling laser-capture 

microdissection (LCM) of nodule zones to RNA sequencing (RNA-seq) analyses (Roux et al., 

2014) indicated that MtRR4 and MtEFD have a very similar expression pattern in nodules, 

both being mostly expressed in the distal zone II where cell differentiation begins (Fig. S1b).  

Considering the importance of CK in nodule initiation and development, we tested whether 

the efd-1 nodule phenotype could be complemented by the MtRR4 gene expressed under the 

control of the MtEFD promoter. We used two sensitive assays allowing possible partial 

complementation to be detected. A qualitative assay exploited a S. meliloti strain carrying a 

pnifH::GFP construct, only expressed in differentiated bacteroids. As shown in Fig. S2, 

pnifH::GFP expression was not detected in young (4- and 5-day-old) wt nodules while it 

became very clear at 6dpi and strong at 10dpi. In efd-1 nodules, pnifH::GFP expression was 

never detected at 6dpi, while a very weak GFP signal was detected in about one third of 10-

day-old nodules. Fig. 2a shows representative results of complementation attempts of efd-1 by 

MtEFD (pMtEFD::MtEFD) or MtRR4 (pMtEFD::MtRR4), using Agrobacterium rhizogenes-

mediated transformation, with empty vector-transformed wt or efd-1 nodules representing 

positive and negative controls respectively. All plants carrying the empty vector in wt and 

efd-1 background developed respectively pink nodules with a high level of GFP expression 

and white nodules exhibiting no or a very weak GFP signal. While pink nodules strongly 

expressing pnifH::GFP were obtained at a high frequency (70%) with roots transformed by 

pMtEFD::MtEFD, transformation with pMtEFD::MtRR4 only led to white nodules without 
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GFP signal (four biological repetitions, n≥20; Fig. 2a). A more quantitative complementation 

assay was also performed, based upon analysis of plant and bacterial endoreduplication (Fig. 

2b). While a wt level of 32C plant cells was recovered following transformation of efd-1 with 

pMtEFD::MtEFD, the pMtEFD::MtRR4 was totally inefficient to complement the 

endoreduplication defect for plant cells. Likewise a wt pattern of bacteroid endoreduplication 

was recovered only with pMtEFD::MtEFD efd-1 transformants (Fig.2c). 

MtRR4 is therefore unable to complement the efd-1 mutation, with respect to bacteroid 

differentiation and plant or bacteroid endoreduplication. 

 

MtEFD is a positive regulator of several nodule-specific early nodulin genes and 

prevents the transcriptional activation of a set of late nodulin genes in immature nodules  

The failure of MtRR4 to complement efd-1 and the need to better characterize the efd-1 

mutation prompted us to look for new possible early EFD target genes by taking advantage of 

a recent generation of M. truncatula microarrays. Those, based on the NimbleGen technology 

(Roche), exploited additional M. truncatula A17 genome sequence data recently generated by 

Illumina sequencing (F. Debellé, P. Gamas and J. Gouzy, unpublished data), and a new 

genome annotation integrating oriented RNA-seq data produced from various M. truncatula 

organs, notably roots and nodules (Roux et al., 2014). A set of 73,228 oligonucleotide probes 

were designed, representing predicted mRNAs as well as putative non coding RNAs from M. 

truncatula. Gene expression in non-inoculated roots, immature (4-day-old) and mature (11-

day-old) isolated nodules were compared for wild-type vs. efd-1 backgrounds, using a two 

color assay and four biological repetitions (see Methods).  

Fig. 3 shows a Venn diagram with the number of differentially expressed M. truncatula 

mRNAs detected in the three conditions (see Table S3 for detailed results). A large number of 

mRNAs were found to be affected, with 230 and 1,225 mRNAs downregulated ≥two-fold 

with an adjusted P-value ≤0.01 in efd-1 nodules as compared to wt at 4 and 11dpi 

respectively. Those numbers are to be compared to the one obtained previously using an older 

generation of microarrays (Vernié et al., 2008), namely 0 and 225 genes scored as 

downregulated at 4 and 10dpi respectively with an adjusted P-value ≤0.05. This clearly shows 

the added value of repeating transcriptome analyses with new technology and additional gene 

probes. Not considering the difference in sensitivity, excellent overlap was found between the 



Table 1. Representative set of the differentially expressed genes in
nodulesnodules.

Zone of 
maximal 

expression in 
mature nodule

ID Affy Annota

Mt0064_00055 Mtr.41581.1.S1_at  MtEF

Mt0022_10199 Mtr.29509.1.S1_at

Mt0018_10180 Mtr.9196.1.S1_at_ _

Mt0054_10018 Mtr.42492.1.S1_at

Mt0010_10322 Mtr.858.1.S1_s_at  GRP

Mt0016_00191 Mtr.48791.1.S1_at

MT0033_00230 Mtr.37500.1.S1_at MtN

MT0002_01489 NA Peptide tra

MT0003_11669 NA NCR

MT0002_11568 NA NCR

Distal zone II

MT0010_10585 NA Zn Fin

Mt0378_10001 Mtr.7223.1.S1_at

MT0011_10414 Mtr.14503.1.S1_at MtN2

MT0048_10112 NA NCR

Mt0003_11667 Mtr.4538.1.S1_at NCR

Mt0071_10121 Mtr.37328.1.S1_at  MtN1

MT0001_00864 Mtr.50864.1.S1_at  MtN1

Mt0018_00265 Mtr.13449.1.S1_at MtN1

MT0071_10106 Mtr.13992.1.S1_at MtN1

MT0007_00128 Mtr.41691.1.S1_at  CRF

MT0071_10092 Mtr.8912.1.S1_at MtN1

MT0035_00310 Mtr.42410.1.S1_at transpo

MT0023_10133 Mtr.48694.1.S1_at  bHLH

MT0003_01637 Mtr.29555.1.S1_at NCR1

MT0001 11474 NA tMT0001_11474 NA transpo

MT0031_10366 NA AP2/B

Proximal zone 
II

Mt0017_00496 NA

Mt0071_10111 NA

Mt0021_00202 NA NCR

MT0025_10074 NA

Mt0084_10027 Mtr.1775.1.S1_at NCR

MT0017 00658 Mtr 18064 1 S1 at

Interzone and 
zone III

MT0017_00658 Mtr.18064.1.S1_at

Mt0021_10185 Mtr.28142.1.S1_at NCR

Mt0064_00072

MT0003_01374 Mtr.37330.1.S1_at

Mt0013_00714 Mtr.38519.1.S1_at MtCAM

Mt0056_00076 Mtr.3268.1.S1_at  NCR2

MT0070_00063 Mtr.12717.1.S1_at NCR

MT0084 10025 Mtr.40030.1.S1 at NCRMT0084_10025 Mtr.40030.1.S1_at NCR

MT0002_10160 NA NCR
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17 51 L N ‐42 5017.51 L,N ‐42.50
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two sets of data. These results were also largely validated by their overall consistency with 

previous studies on gene expression in roots and nodules (Benedito et al., 2008). Moreover 

the expression profiles of fifteen out of sixteen genes, down or upregulated in efd-1, were 

validated by quantitative RT-PCR analysis (Table 1 and Figure S3).   

Few genes were detected as downregulated in efd-1 non inoculated roots. Those included a set 

of nine cytochrome c oxidase genes and ten organelle ribosomal proteins (Table S3). Seven 

genes (in addition to MtEFD itself) exhibited a strongly diminished expression in all efd-1 

root and nodule samples (Table S3), but no homology could be found by blastx interrogation 

of protein InterPro databases. By contrast, a large number of genes were found to be strongly 

impaired in their expression in efd-1 nodules, with ≥five-fold reduction for 81 and 440 of 

them at 4 and 11dpi respectively (Table S3). Interestingly, many of the genes downregulated 

in efd-1 nodules were found to be nodule-preferential genes, as established notably by a 

recent RNA-seq analysis of root and nodule transcriptomes (Roux et al., 2014). Thus 93 and 

670 downregulated genes in efd-1 nodules at 4 and 11dpi respectively are expressed at least 

20-fold more in nodules than in roots (Table S3). This fully confirms the importance of 

MtEFD for the expression of the plant symbiotic programme and the acquisition of nodule-

specific features.  

The relative gene expression level in the five nodule fractions analyzed by LCM/RNA-seq 

(Roux et al., 2014) is indicated in Table S3 for all efd-1- affected genes. Most genes scored 

downregulated in 4dpi efd-1 nodules were found, as MtEFD itself, maximally expressed in 

the fraction IId (corresponding to the distal zone II). These genes represent early members of 

the MtEFD-controlled regulation network, potentially directly regulated by MtEFD for some 

of them. Interestingly they include strongly expressed genes of unknown function (such as 

MtN1, MtN11, MtN15, MtN16, MtN17, MtN20 or MtGRP; Table 1) found with the Medicago 

gene atlas data to be strongly nodule-preferential and/or legume-specific. This group also 

included eight early expressed NCR genes, transporters and four putative transcriptional 

regulators (Table 1). Most of the genes found downregulated in 11dpi efd-1 nodules were 

maximally expressed in more proximal nodule zones than MtEFD (e.g. the interzone or the 

zone III), indicating that impairment of expression was an indirect effect of the efd-1 

mutation. This was notably the case of 230 NCR genes and other late nodulins such as 

leghemoglobins, NIP1 or SST1.  
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We also identified numerous genes that were upregulated in efd-1 nodules as compared to 

wild type siblings (Fig. 3b). Our previous study had already shown that some nodulin genes 

expressed in the distal nodule zones such as ENOD11 were more strongly expressed in 10dpi 

efd-1 nodules, which was interpreted as a consequence of a larger infection zone in the mutant  

(Vernie et al., 2008). In addition in both studies several markers of nodule senescence 

(cysteine proteases) were found upregulated in 10/11dpi efd-1 nodules, but not in 4dpi 

nodules, confirming that senescence is likely a consequence but not the cause of efd-1 nodule 

defects. Here we identified 13 mRNAs upregulated in all efd-1 root and nodule samples 

(Figure 3b and Table S3), but six correspond to putative transposable elements and the others 

are not informative. Much more interestingly, among the mRNAs upregulated in 4dpi efd-1 

nodules we discovered a group of 33 genes that in wt nodules are expressed later, i.e. in more 

proximal zones than MtEFD (Table 1 and Table S3; see also Figure S3 for a validation of 

some of them by quantitative RT-PCR): 12 of them are maximally expressed in the proximal 

zone II of wt nodules and poorly expressed in distal zone II, while 21 are late nodulin genes, 

expressed in the interzone and zone III in wt mature nodules, and are not or poorly expressed 

in wt 4dpi nodules. We also found that an isopentenyl transferase (IPT)-encoding gene 

(MT0068_00098, table S3), predicted to be involved in CK biosynthesis, was upregulated 

3.15 fold in young efd-1 nodules. This indicates a possible other way to increase CK activity 

in efd-1 nodules, in addition to the decrease in MtRR4 expression. 

In conclusion these new transcriptome analyses confirmed the impact of MtEFD on genes 

involved in CK regulation, as well as the positive role of MtEFD on the expression of a large 

set of nodulin genes. It also led to the discovery of the negative role of MtEFD on the 

expression of a subset of late nodulins in young nodules. 

 

MtEFD is involved in root development 

Data from Q-RT-PCR, RNA-seq and promoter: GUS analyses have established that MtEFD is 

not only expressed in nodules but also roots (Vernie et al., 2008). We therefore looked for a 

possible root phenotype of the efd-1 mutant. A macroscopic analysis of the root growth rate 

on agarose plates did not reveal a reproducible difference between wt and efd-1 plantlets (data 

not shown). However, a fluorescence microscopic assay of DNA synthesis activity in the root 

tip, based on 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU) incorporation (Kotogány et al., 2010) revealed 

that it was frequently weaker and more irregular in the efd-1 root apex than in wt roots (Fig. 
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4a). Quantification of the EdU-related signal was carried out on a defined region of the root 

meristem (Fig. 4b), next to the quiescent center, and showed a statistically significant 

decrease in efd-1 roots (χ2 test, Pval<0.001) (Fig. 4b). This indicated a reduced DNA 

replication activity in efd-1. Global analysis of the endoreduplication level of efd-1 and wt 

root tips (0.5 cm long) did not reveal any significant difference (Fig. 4c), showing that even 

though replication was altered the proportion of different levels of ploidy was not affected.  

We then compared the number of lateral roots formed in efd-1 vs. wt using plantlets grown on 

agarose plates, and found a statistically significant (Pval<0.05) reduction in the number of 

lateral roots in efd-1 (Fig. S4). This phenotype was verified to be strictly linked to the efd-1 

mutation by a segregation analysis using the progeny of a heterozygous efd-1 plant (two 

biological repetitions; Fig. 4d). Close examination of M. truncatula roots carrying a 

pMtEFD:GUS construct (A. rhizogenes-mediated root transformation) revealed that MtEFD is 

expressed very early in lateral root primordia, from the first divisions of the pericycle cells 

(Fig. 4e), suggesting a very early role of EFD in the control of lateral root formation.  

MtEFD is thus involved both in lateral root formation and root tip activity, in particular DNA 

synthesis. 

 

MtEFD2, a close paralog of MtEFD with a distinct expression pattern in roots and 

nodules 

Additional M. truncatula genome sequences and RNA-seq data allowed us to recently 

identify a gene closely related to MtEFD (67.7% identity in the corresponding proteins) and 

that is also expressed in roots and nodules. It was named MtEFD2. A phylogenetic tree with 

ten best MtEFD homologues from M. truncatula, L. japonicus and A. thaliana) was 

constructed (see Fig. S5) and we aligned the MtEFD and MtEFD2 (best hit from M. 

truncatula) protein sequences with the best hit from L. japonicus and A. thaliana (Fig. 5). It 

can be seen that the 59 amino acid AP2/ERF DNA binding domain, as defined in (Nakano, 

Toshitsugu et al., 2006), is almost perfectly conserved. Conservation is also very good for the 

so-called conserved motif V-2 (CMV-2), one of the two motifs found in the ERF group Va 

(Nakano, Toshitsugu et al., 2006) Cerri et al., in press), while there is more variation in the C-

terminal part of the other motif, CMV-1, and the intervening sequence between CMV-1 and 
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CMV-2. Finally the MtEFD2 gene has the intron characteristic of all members of the ERF 

group Va, including MtEFD.  

As a first functional characterization of MtEFD2, we examined its expression pattern in roots 

and nodules (Fig. 6). Q-RT-PCR analyses at 0, 4, 6 and 11 days post inoculation indicated a 

pattern clearly distinct from MtEFD, MtEFD2 showing a level of expression much weaker in 

the nodule than MtEFD (Fig. 6a). The efd-1 mutation did not seem to have a strong impact on 

MtEFD2 level of expression (Fig. 6a). LCM/RNA-seq data indicated that in mature nodules 

MtEFD2 is expressed in a more distal region than MtEFD, at or near the nodule meristem 

(Fig. 6b).  

To better localize MtEFD2 transcripts we then analyzed A. rhizogenes-transformed roots 

carrying a pMtEFD2::GUS construct (using a 2.5 kb promoter fragment). To help 

distinguishing the different regions of the root apex, the promoter (2.3 kb) of PLETHORA 

(PLT), a marker of the cell division zone in the root apical meristem (Petricka et al., 2012), 

was used as a control (pPLT::GUS) (Fig. 6c). While MtEFD was expressed in the root cap 

and at the transition zone (where root cells elongate and begin to differentiate) (Fig. 6d), 

pMtEFD2::GUS expression localized in the same region as pMtPLT::GUS, that is in dividing 

cells (Fig. 6e). In mature nodules, MtEFD2 was expressed in a more distal region than 

MtEFD (Fig. 6f), i.e. in the zone I and the distal zone II (Fig. 6g), consistent with the RNA-

seq data.  

We recently showed that MtEFD is upregulated in response to the root bacterial pathogen 

Ralstonia solanacearum and plays a positive role in disease development (Moreau et al., 

submitted). Q-RT-PCR analyses established that by contrast MtEFD2 expression is only 

poorly affected by R. solanacearum infection (Fig. S6). 

Altogether these analyses therefore indicate that MtEFD2 displays a different expression 

pattern than MtEFD both in roots and nodules, suggesting that these two genes have distinct 

regulation.  

Considering the strong sequence homology of MtEFD and MtEFD2 predicted proteins, we 

wondered whether MtEFD2 could functionally replace MtEFD for nodule development if 

expressed following the MtEFD regulation. efd-1 plants were thus transformed by A. 

rhizogenes with MtEFD2 under the control of the MtEFD promoter (pMtEFD::MtEFD2) and 

nodule development was examined following inoculation with the S. meliloti pnifH::GFP 
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strain, using same conditions and controls as for the complementation attempts with MtRR4 

(see chapter II). At six weeks after inoculation, we found that about 30% of the efd-

1/pMtEFD:: MtEFD2 plants developed pink nodules and expressed strongly pnifH::GFP 

(Fig. 7a), vs. about 70% of the efd-1/pMtEFD::MtEFD plants. Moreover, the efd-

1/pMtEFD::MtEFD2 nodules showed a clearly increased abundance of 32C plant cells as 

compared to empty vector- or pMtEFD::MtRR4- transformed efd-1 nodules (Fig. 2b and Fig. 

7b). Finally, the efd-1/pMtEFD::MtEFD2 nodules exhibited a bacteroid endoreduplication 

profile similar to the positive control (pMtEFD::MtEFD, Fig. 7c).  

We concluded that MtEFD2 can complement to a significant extent the efd-1 mutation with 

regard to its nodule development phenotype, provided that MtEFD2 is expressed under the 

control of MtEFD promoter. However, the fact that only 30% of the efd-1/pMtEFD::MtEFD2 

plants were complemented suggests that MtEFD2 is not as efficient as MtEFD, consistent 

with the intermediate level of 32C cells observed in pMtEFD::MtEFD2 nodules. 
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Discussion 

 

Nodule differentiation is an essential process for the production of functional, nitrogen-fixing 

nodules, and for which only few transcriptional regulators have been described. MtEFD is one 

of them, and here we further characterized by cell biology, transcriptomics and a 

complementation assay its mode of action in this nodule-specific process. Interestingly 

MtEFD is expressed very early at the beginning of the nodule differentiation zone (distal zone 

II; Fig. S1, LCM/RNA seq data), clearly before MtRSD, a C2H2 TF regulating symbiosome 

formation (Sinharoy et al., 2013), the expression of which starts in the proximal zone II and is 

maximal in the nodule interzone (Fig. S1). MtEFD is thus currently the earliest TF described 

to regulate nodule differentiation. We showed that MtEFD is also involved in root 

development. In addition, we recently described the upregulation of MtEFD in response to the 

root bacterial pathogen Ralstonia solanacearum and its positive role in disease development 

(Moreau et al., submitted). MtEFD is therefore involved in three very different processes. 

We found that the efd-1 mutation impacts on endoreduplication, a key process closely 

associated with nodule differentiation, in a different way from other fix- mutants previously 

characterized (Maunoury et al., 2010). While in these mutants plant cell endoreduplication 

either does not go beyond the 8C stage as in the root (e.g. ipd3 and TR183 mutants or empty 

nodules induced by S. meliloti exoA) or is decreased for all 16C, 32C and 64C stages (e.g. 

TRV36 and TRV43 mutants), efd-1 nodules exhibited a normal level of 16C cells but a 

strongly decreased 32C (a major peak in wt nodules) and 64C level. Transcriptomic analyses 

indicated that early nodule senescence is not yet triggered in 4-day-old efd-1 nodules (Vernié 

et al., 2008; this work) and is therefore unlikely to cause endoreduplication defects in efd-1, in 

contrast with what is hypothesized for other fix- mutants (Maunoury et al., 2010). A few 

genes are known to be important to go from 16C to higher ploidy level cells: mutations in 

TOPVIA and TOPVIb genes encoding the type VI topoisomerase (involved in chromosome 

entanglement) have been shown to decrease high endoreduplication levels while not affecting 

the 4C and 8C stages (Kondorosi & Kondorosi, 2004); besides, a moderate (~2.5-fold) 

reduction of CCS52A mRNA level by antisense RNAs leads to a decrease specifically of 32C 

and 64C cell abundance (Vinardell et al., 2003). Transcriptomics data generated here did not 

indicate a lower expression of any of these genes in efd-1 nodules. It should however be 

pointed out that a moderate decrease of gene expression might be difficult to detect for genes 
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preferentially expressed in nodule zone II, as CCS52A (Roux et al., 2014). Indeed efd-1 

nodules exhibit a larger zone II than wt nodules (Vernié et al., 2008), that might hide a 

possible reduced mRNA concentration at the cell level when analyzing whole nodule RNA. 

Moreover we discovered a gene closely related to MtEFD, termed MtEFD2, which is able to 

partially complement efd-1 (see below). MtEFD2 is maximally expressed in the nodule 

meristematic zone but shows some level of expression in the distal zone II as MtEFD. It is 

conceivable that MtEFD2 is able to complement efd-1 in this region, explaining why 

endoreduplication defects are only found for later stages. Future analyses of Mtefd2 mutants 

and Mtefd /Mtefd2 double mutants will be particularly interesting in this respect. 

The endoreduplication phenotype may also be an indirect consequence of an altered plant cell 

differentiation in efd-1 nodules, notably for the transition from distal zone II cells to proximal 

zone II and interzone cells, where fully differentiated bacteroids are found (Vasse et al., 

1990). It is conceivable that further endoreduplication cycles from 16C can only take place in 

cells which have attained a certain stage of differentiation, which would indicate a particular 

control point at the 16C stage. In this regard it is interesting that our new transcriptomics 

analyses revealed a set of genes that are strongly affected in young (4-day-old) efd-1 nodules, 

in addition to MtRR4, such as MtN1, MtN11, MtN15, MtN16, MtN17, MtN20, a GRP and 

seven early NCR genes. Many of them are nodule-specific or highly upregulated in nodules, 

as well as legume-specific for several of them. In wt nodules these genes are maximally 

expressed in the distal zone II as MtEFD (LCM/RNA-seq data). Their function is unknown 

but they may represent important components of nodule-specific features. Several of them 

(NCR, GRP, MtN1, MtN11, MtN15, MtN16, MtN17) are predicted to encode small secreted 

proteins, which might be important for differentiation of plant and/or bacteroid cells.  

The transcriptome analyses presented here also revealed a very original phenotype of the efd-

1 mutant, namely the activation in 4-day-old nodules of a subset of late nodulin genes 

(including NCR, NIP1 and calmodulin-like genes). In wt conditions, these genes are only 

expressed in mature nodules, in more proximal zones than MtEFD. This suggests that MtEFD 

is involved in the proper timing of activation of certain genes, preventing premature activation 

of late nodulins, in addition to its positive role on some early nodulin gene expression. This 

also indicates that activation of at least certain late nodulin genes does not require a high level 

of endoreduplication. The fact that NCR genes are normally activated following successive 

waves (Maunoury et al., 2010; Moreau et al., 2011b) with maximal expression in different 

nodule zones (Roux et al., 2014) strongly suggests that they have different biological 
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functions. It is quite possible that premature activation of some of them is deleterious for the 

differentiation process. The MtEFD protein does not exhibit the repressor EAR motif found in 

some members of the ERF family (Nakano, Toshitsugu et al., 2006) so there is no indication 

as to whether its negative regulatory activity is direct or not.  

The efd-1 mutant was found to have a root phenotype, with a reduced number of lateral roots 

and reduced DNA synthesis activity in the root tip. MtEFD thus represents a new TF shared 

between the nodule and the root, in addition to several meristematic regulators recently 

identified, such as WOX5, SCR or PLT (Osipova et al., 2012; Limpens et al., 2013; Roux et 

al., 2014), supporting evolutionary connections between these two organs. 

Could the root and the nodule phenotype be caused by a same mechanism? One appealing 

hypothesis was that EFD might positively regulate both nodule differentiation and lateral root 

initiation via MtRR4, which decreases CK activity. Following the same line, EFD could also 

impact on root differentiation (and perhaps thereby R. solanacearum infection; Moreau et al., 

submitted) by contributing to the fine tuning of CK activity. In nodules, gene expression data 

of type A response regulators and several CK oxidases are consistent with a decrease in CK 

activity correlating with cell differentiation (Vernie et al., 2008; Moreau et al., 2011b; Plet et 

al., 2011). It is also known that CK are  negative regulators of lateral root formation in M. 

truncatula (Gonzalez-Rizzo et al., 2006a), as in L. japonicus (Lohar et al., 2004a) or A. 

thaliana, where they act on lateral root founder cells (Laplaze et al., 2007). We could not 

univocally demonstrate the importance of MtRR4 for nodule development by 

complementation of efd-1 by a pMtEFD::MtRR4 construct, indicating that MtRR4 may be 

important but is not sufficient for the mechanism of MtEFD action in nodule differentiation. 

The fact that several CK oxidases are strongly expressed in the nodule differentiation zones 

supports the hypothesis that CK activity need to be downregulated for differentiation to occur 

but MtRR4 is clearly not the only player, all the more since we found out that a likely CK 

biosynthesis gene (IPT5-like) is upregulated in efd-1 nodules. On the root side, we could not 

detect a decrease in MtRR4 expression in efd-1 roots. The situation is however complicated 

by the fact that MtRR4 is also a primary response factor of CK, which may mask a possible 

local regulation by MtEFD. Besides, transcriptomics analyses revealed nine cytochrome c 

oxidases, ten organelle ribosomal proteins and two ATPases that are downregulated in efd-1 

roots, which suggesting a lower mitochondrial activity. Whether this may a possible cause or 

rather a consequence of the decrease in lateral root formation or root tip activity is not known. 

In conclusion it is clear that MtEFD controls some specific components in the nodulation 
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pathway, but it is not yet possible to conclude whether or not is shares certain target genes 

with the root development and / or the pathogenic response pathways. 

In the course of this study we discovered a close paralog of MtEFD, termed MtEFD2. 

MtEFD2 exhibits clear differences with MtEFD expression pattern both in roots and nodules. 

MtEFD2 transcripts were found in the cell division zone of both organs, rather than the cell 

differentiation region as for MtEFD. We also showed that the difference in expression pattern 

is key for the functional specificity of each gene since MtEFD2 could complement with a 

fairly good efficiency the efd-1 nodule phenotype, provided it was expressed under control of 

MtEFD promoter. Such a situation is highly reminiscent of MtERN1 / MtERN2 (Cerri et al., 

2012) or AtCCS52A1 / AtCCS52A2 (Vanstraelen et al., 2009) cases, where two closely 

related genes with distinct expression patterns can cross-complement if expressed by the same 

promoter. The duplication and neofunctionalization of MtEFD/MtEFD2 seems to be recent 

since only one possible orthologue of MtEFD (as determined by phylogenic tree analysis) 

was found in A. thaliana (AT5G25190). Very good homologues, distinct for MtEFD and 

MtEFD2, were however found in Glycine max (data not shown) indicating that the duplication 

was not restricted to M. truncatula. It will be particularly interesting to determine the 

phenotype(s) of an efd2 mutant and a efd/efd2 double mutant to better understand the 

respective role of each protein. The fact that MtEFD2 complements only partially efd-1 under 

EFD1 promoter, even though the AP2/ERF DNA binding domains of these two proteins are 

almost identical, indicates that the cell/nuclear environment with appropriate co-factors is 

critical for target gene activation to occur. MtEFD2 will represent a very valuable tool to 

explore the relative importance of different domains that are either shared or distinct between 

MtEFD and MtEFD2 proteins, and possibly required to modulate the efficiency of DNA 

binding or protein interactions. 
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Supporting information 

 

Figure S1: MtRR4 and MtEFD expression in wild-type and efd-1 nodules 

Figure S2: Bacterial pnifH::GFP expression during nodule development in wt and efd-1 

mutant 

Figure S3: Quantitative RT-PCR analysis of gene expression in SWT and efd-1 nodules at 4 

days post inoculation 

Figure S4: The efd-1 root phenotype (7-day-old seedlings) 

Figure S5: Phylogenetic tree generated with ten best MtEFD homologues from M. truncatula, 

L. japonicus and A. thaliana 

Figure S6: Analysis of MtEFD2 expression in the pathogenic interaction with R. 

solanacearum 

Table S1: Average relative abundance of nodule plant cells with different levels of 

endoreduplication 

Table S2: Percentage of nuclei in 16C and 32C in wt, efd-1 and the other fix minus mutants  

Table S3: Genes differentially expressed between SWT and efd-1 nodules at 0, 4 and 11 days 

post inoculation, as determined by microarrays analyses 

Table S4: List of primers  
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Table S1. Average relative abundance of nodule p
(n≥19)

13 dpi
2C (%) 4C (%) 8C (%)

wt 8.43 65.66 11.95

efd‐1 17.89 62.02 15.68

wt/efd‐1 ratio 0.47 1.06 0.76

2C (%) 4C (%) 8C (%)
30 dpi

2C (%) 4C (%) 8C (%)

wt 10.64 64.39 11.10

efd‐1 17.97 65.56 13.84

wt/efd‐1 ratio 0.59 0.98 0.80

Endoreduplication index defined as proportion of 16C +Endoreduplication index defined as proportion of 16C +
(Maunoury et al., 2010)

Table S2. Percentage of nuclei in 16C and 32C in

genotype 
wt

(n=22) 
TR36p
(n=14) 

TRV
(n=1

DNA 16C (%)  4,2a 3,8ab  2,7DNA 
content  32C (%)  9,4a  7,9a  2,9

group  I  I  II

Means with different letters are significantly differ
function of the percentage of nuclei in 16C and 32C.
different levels of endoreduplication.

plant cells with different levels of endoreduplication 

16C (%) 32C (%) 64C (%) endoreduplication index

4.22 9.40 0.35 52.02

3.54 0.79 0.08 14.18

1.19 11.93 4.20

16C (%) 32C (%) 64C (%) endoreduplication index16C (%) 32C (%) 64C (%) endoreduplication index

2.86 10.51 0.49 53.07

1.97 0.56 0.11 8.69

1.46 18.61 4.62

+32C+ 64C x nb of endocycles+32C+ 64C x nb of endocycles

wt, efd‐1 and the other fix minus mutants

V36 
14)

TRV43 
(n=9)

efd‐1 
(n=19)

TR183 
(n=16)

TR3 
(n=20)

TR36w 
(n=11)

7bc  2,4bcd  3,5ab  1,7d  2cd  1,4d 

9b  3,1b  0,8c  1c  0,5c  0,5c 

I  II  III IV IV  IV 

rent (ANOVA, Pval<0.05); distinct groups were identified in
TR36 produced pink (TR36p) and white (TR36w) nodules with

99



 



Table S4. Primers used in cloning, Q‐RT‐PCR (*) and g

Forward

MtEFD promoter
(golden gate)

GGTCTCCAAATGGTACCCAC

MtEFD
(golden gate)

GGTCTCGATTGCTTCACCTTCA
CTTAAGTCAC

MtRR4
(golden gate)

GGTCTCGATTGTTCTCTTTCTC

MtEFD2
(golden gate)

GGTCTCGATTGCCAACTACAAA
CCCCTCCTTC(golden gate) CCCCTCCTTC

MtPLT promoter CCGTCCCTAATTATAAG

MtEFD2 promoter
AAAGCAGGCTCATAAGACTTA

ATAACT

Mt0010_10322* GCGGAAAGACAGGTGC

Mt0018_00265* TTTCCGAAACTCCATAT

Mt0022_10199* TTGACGTACATTCGAAC

Mt0071_10121* GCTGTTTTCATGCTCA

Mt0017_00658* GGTCAAGATGCAAAACC

Mt0021_00202* GAAACGAATCCCCTCCA

Mt0013_00714* AGGCTGATTTTGATGGT

MtRR4* TTGTCTTCACCCGACGT

MtEFD* TTCATCATCATGGCAAG

MtEFD2* TGTGCATGTTTCTTGG

Ubiquitin* TTGTGTGTTGAATCCTA

Helicase* GTACGAGGTCGGTGCTC

EF1α* GACAAGCGTGTGATCGA

GADPH* TGCCTACCGTCGATGTTGADPH TGCCTACCGTCGATGTT

MtEFD couple 1** GCACTCCAATGCTCAA

MtEFD couple 2** GCACTCCAATGCTCAA

genomic PCR (**)

Reverse

CCCGAACCC GGTCTCCCAATCAGCTTTGCACATATTTATAT

ACTTCACTTCA GGTCTCGCGTACTAAGATGAACCAACAGAACA
AAGCTC

CTTTGGTTTT GGTCTCGCGTAAGTAACTTTAAACCACTTTC

AAACCCATCA GGTCTCGCGTAGTCTTTTGACAAAACTCCCTTA
CATTACAGCATTACAG

GATCC GACTTGACGGTGGAAGGTTTG

AAACATATAT CAAGAAAGCTGGGTAACCTTGTTTTTCTTTATG
TAT

CAATTT ATCACCACAACCGTCATTGCTT

TCCGCT CCGAAGGACCATTCAAAACACA

CCCATC GCGGACGTGCAAGGATTATAG

ACGCA CATTGCCCTGCTTCAACGTT

CATGTG GGTGCTGTGTCCAAAATCGTAA

AACTTT TCCCTTTTTGTCGGTCAACC

TGATGG TCCGCTCCTGGACAAATCTTT

TTCTTG TCATTCGGTGCCGGTCATT

GACCAC AGAGACCCAAGAACCCCAATG

GCACT GACAAAACTCCCTTACATTACAGAC

AAGCA CAAGACCCATGCAACAAGTTC

CTTGAA GCAACCGAAAATTGCACCATAC

AGAGATT TTTCACGCTCAGCCTTAAGCT

TTCAGT TTGCCCTCTGATTCCTCCTTGTTCAGT TTGCCCTCTGATTCCTCCTTG

AGTCA TGTTGTGGTCTTGCCATGAT

AGTCA GTGGCTCTTTTTGTGGTGGT

100
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Summary

� A plant–microbe dual biological system was set up involving the model legume Medicago

truncatula and two bacteria, the soil-borne root pathogen Ralstonia solanacearum and the

beneficial symbiont Sinorhizobium meliloti.
� Comparison of transcriptomes under symbiotic and pathogenic conditions highlighted the

transcription factor MtEFD (Ethylene response Factor required for nodule Differentiation) as

being upregulated in both interactions, together with a set of cytokinin-related transcripts

involved in metabolism, signaling and response. MtRR4 (Response Regulator), a cytokinin

primary response gene negatively regulating cytokinin signaling and known as a target of

MtEFD in nodulation processes, was retrieved in this set of transcripts.
� Refined studies of MtEFD and MtRR4 expression during M. truncatula and R. solanacearum

interaction indicated differential kinetics of induction and requirement of central regulators of

bacterial pathogenicity, HrpG and HrpB. Similar to MtRR4, MtEFD upregulation during the

pathogenic interaction was dependent on cytokinin perception mediated by the MtCRE1

(Cytokinin REsponse 1) receptor.
� The use ofM. truncatula efd-1 and cre1-1mutants evidenced MtEFD and cytokinin percep-

tion as positive factors for bacterial wilt development. These factors therefore play an impor-

tant role in both root nodulation and root disease development.

Introduction

Plants in their natural habitat are exposed to a number of micro-
organisms, only a few of which are pathogens or beneficial symbi-
onts. Plant–pathogen interactions lead to the activation of
signaling cascades, triggering defense mechanisms and the pro-
duction of antimicrobial effectors that help the organisms ward
off microbial attacks (Jones & Dangl, 2006). Symbiotic interac-
tions are beneficial to both partners and an agriculturally and eco-
logically important interaction is the endosymbiosis between
legumes (Fabaceae) and nitrogen-fixing bacteria (Rhizobiaceae).
Rhizobia–legume beneficial symbiosis (referred to hereafter as
symbiosis) begins with a molecular dialogue involving plant exu-
dates and bacterial-specific lipochitooligosaccharides, the Nod
factors. The perception and recognition of Nod factors by the
plant leads to a sequence of highly regulated and coordinated

events that ultimately result in the formation of a new root organ,
the nodule (Oldroyd et al., 2011). In the nodule, bacteria are
released and fix dinitrogen, which is assimilated by the host
plant.

The first report of the activation of defense-related reactions in
rhizobia–legume symbiosis was related to inefficient symbiotic
interactions with Sinorhizobium meliloti (Niehaus et al., 1993). A
hypersensitive reaction (HR), similar to that described in incom-
patible plant–pathogen interactions, was then reported to occur
during abortive infection of alfalfa with the S. meliloti wild-type
strain (Vasse et al., 1993). It is now generally believed that tran-
sient activation of defense-related mechanisms during the symbi-
otic interaction is necessary for a successful outcome of the
symbiotic process. It is assumed that whilst symbionts suppress
or avoid host defense responses in order to successfully colonize
the roots, the plants needs to precisely tune certain defense-
related mechanisms in order to control the number and localiza-
tion of bacterial infections that are allowed to progress (Baron &*These authors contributed equally to this work.

� 2013 The Authors

New Phytologist� 2013 New Phytologist Trust
New Phytologist (2014) 201: 1343–1357 1343

www.newphytologist.com

Research



Zambryski, 1995; Mith€ofer, 2002). Many reports now describe
the regulation of defense-related transcripts during rhizobia infec-
tion and nodule organogenesis. MtN1 and MtN13, structurally
related to defense proteins, are both strongly expressed in
Medicago truncatula during the infection process and in the nod-
ule outer cortex, respectively (Gamas et al., 1998). Reactive oxy-
gen species causing the HR in pathogenic interactions are
produced from 24 to 48 h post-inoculation (hpi) during rhizobial
infection, and seem to be involved in the relocalization of the
NPR1 (Non-expresser of Pathogenesis-Related genes 1) protein
within the cells, regulating its activity on Pathogenesis-Related
(PR) gene expression (Peleg-Grossman et al., 2012). Global tran-
scriptome analyses have confirmed that many defense-related
genes are regulated in the rhizobia–legume symbiosis. During the
early stages of the symbiotic interaction between Lotus japonicus
and Mesorhizobium loti, genes encoding enzymes involved in
phytoalexin biosynthesis, proteins involved in cell wall modifica-
tion, PR proteins and HyperSensitivity-Related protein (HSR)
are upregulated (Kouchi et al., 2004). Similarly, during the initial
stages of the M. truncatula–S. meliloti interaction, putative
defense genes are transiently activated (Lohar et al., 2006).
Expression profiling in M. truncatula nodules has identified a
large collection of downregulated genes coding for pathogenesis-
and defense-related proteins (El Yahyaoui et al., 2004; Maunoury
et al., 2010; Moreau et al., 2011; Boscari et al., 2013).

Most studies on the role of phytohormones in plant–pathogen
interactions have focused on salicylic acid, jasmonic acid and eth-
ylene (for a review, see Robert-Seilaniantz et al., 2011). Ethylene
also plays an important role in nodulation by controlling the
responses to Nod factors (Oldroyd et al., 2001), as well as the
location and number of infections and, consequently, nodules
(Heidstra et al., 1997; Penmetsa & Cook, 1997; Penmetsa et al.,
2008). Jasmonic acid, like ethylene, is a negative regulator of
rhizobia infections: it suppresses the expression of plant genes
associated with the earliest steps of infection and regulates Nod
factor-induced calcium spiking in infected root hairs (Sun et al.,
2006). Salicylic acid also negatively affects the number of
S. meliloti infections in M. truncatula roots (Stacey et al., 2006;
Peleg-Grossman et al., 2009). Cytokinins (CKs) play a central
positive role in the control of nodulation in both L. japonicus and
M. truncatula (Frugier et al., 2008). CK signaling relies on a
multi-step phospho-relay, consisting of Hybrid sensor Kinase
receptors (HKs), Histidine Phosphotransfer proteins (HPs) and,
ultimately, type-A and type-B Response Regulators (RRs)
(Hwang et al., 2012). Type-B RRs positively control the expres-
sion of CK primary response genes, which include type-A RRs.
Type-A RR transcription factors are negative regulators of CK sig-
naling and are therefore involved in the homeostasis of the CK
response. The M. truncatula CK receptor MtCRE1 (CK
Response 1), one of the M. truncatula HKs, controls nodule for-
mation (Gonzalez-Rizzo et al., 2006) from the initiation of corti-
cal cell divisions to the regulation of nodule growth and
differentiation (Plet et al., 2011). Several lines of evidence also
support a possible link between CKs and pathogenicity (Choi
et al., 2011). In Phaseolus vulgaris, the levels of active CKs are
decreased after inoculation with the viral white clover mosaic

potexvirus (Clarke et al., 1999) and, when seedlings are treated
with exogenous CK, virus replication is reduced and PR gene
expression is induced (Clarke et al., 1998). In wheat plants, infec-
tion with the fungal pathogen Tilletia caries leads to an increase
in CK levels (Maksimov et al., 2002). More recently, a direct
interaction between salicylic acid and CK signaling pathways was
highlighted during the pathogenic interaction between
Pseudomonas syringae and Arabidopsis, involving a type-B RR and
the TGA3 salicylic acid response factor to regulate the PR1-
dependent defense pathway (Choi et al., 2010). CKs are accumu-
lated and also act synergistically with salicylic acid to activate
defense gene expression in rice after infection by the blast fungus
Magnaporthe oryzae (Jiang et al., 2013).

In this study, which aims to analyze the crosstalk between rhi-
zobia–legume symbiosis and pathogenic interactions, we devel-
oped a biological system that involves a legume host plant,
M. truncatula, its symbiotic partner, S. meliloti, and a pathogenic
microbe, Ralstonia solanacearum, one of the best characterized
bacterial pathogens that infects M. truncatula roots (Vailleau
et al., 2007; Genin, 2010). Ralstonia solanacearum penetrates into
the first 2–3 mm of the root tip, leading to the development of
root symptoms, including root tip browning and swelling and a
loss of viability of epidermal cells. Then, bacteria colonize the
root stele and, in the susceptible A17 M. truncatula genotype, the
xylem vessels (Turner et al., 2009), in which bacteria multiply
extensively and produce large amounts of exopolysaccharides
(Vasse et al., 2000). Exopolysaccharide accumulation in the vas-
cular system and the subsequent collapse of the water flow cause
wilting symptoms and, eventually, plant death (Vailleau et al.,
2007).

The comparison of symbiotic (S. meliloti) and pathogenic
(R. solanacearum) root transcriptomes performed in this study
revealed that the ‘Ethylene response Factor required for nodule
Differentiation’ gene (MtEFD) was upregulated in response to
both microbes. MtEFD, encoding an APETALA2/Ethylene
Responsive Factor (AP2/ERF) transcription factor, is expressed
in nodule primordia and in the early infection zone of
M. truncatula nodules, where it is required for the differentiation
of plant cells and bacteria, and it may activate expression of the
type-A RR MtRR4 (Verni�e et al., 2008). During the pathogenic
interaction between M. truncatula and R. solanacearum, we found
that a number of CK-related genes were upregulated in response
to R. solanacearum, and that both MtEFD and MtCRE1 were
positive factors affecting disease development.

Materials and Methods

Biological material

The wild-type strain GMI1000 of R. solanacearum and regulatory
mutant derivatives (GMI1525, hrpB and GMI1755, hrpG) have
been described previously (Cunnac et al., 2004). A GMI1000
trans-zeatin synthase mutant (GRS428, tzs) was kindly provided
by S. Genin (LIPM, INRA/CNRS, Castanet Tolosan, France).
GMI1559 and GMI1485 are GMI1000 derivatives carrying con-
stitutively expressed GUS (b-glucuronidase, UidA) and GAL
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(b-galactosidase) fusions, respectively (Etchebar et al., 1998).
Conditions for the routine culture of R. solanacearum were as
described by Cunnac et al. (2004). When required, antibiotics
were used at the following concentrations: gentamycin,
10 lg ml�1; spectinomycin, 40 lg ml�1; tetracycline,
10 lg ml�1.

Seeds of M. truncatula genotypes A17 and F83005.5 were pro-
vided by INRA of Montpellier, SGAP Laboratory, Mauguio,
France. The cre1-1 mutant (Plet et al., 2011) and the efd-1
mutant (Verni�e et al., 2008) have been described previously.
Seeds were surface sterilized, vernalized and germinated for 24 h
using standard protocols (Boisson-Dernier et al., 2001). Germi-
nated seeds were then grown on modified Fahraeus medium
(Vailleau et al., 2007) covered with filter paper in square Petri
dishes at 25°C (day : night, 12 h). Roots were kept in the dark
with a mask on the Petri dish made of craft paper and aluminum
foil.

Inoculation procedure

Inoculation was performed as described previously (Turner et al.,
2009) with a bacterial concentration set at 107 colony-forming
units (CFU) ml�1. Mock treatment was carried out using the
same procedure with water.

RNA isolation

Sections (1.5 cm) of 20–30 root tips were ground in liquid nitro-
gen. RNA samples (three to five biological repetitions per sample)
were isolated using the RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) with
DNAse treatment following the manufacturer’s procedure.
Ribonucleic acid was quantified using a NanoDrop Spectropho-
tometer ND-100 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE,
USA) and integrity was evaluated with a Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

Microarray experiments, data processing, deposition and
statistical analyses

Three independent biological replicates were performed for each
condition, corresponding to three genotypes and three time
points (0, 12 and 72 hpi). The ‘0 hpi’ sample material was col-
lected immediately after inoculation. Total RNA was extracted
using the RNeasy Kit (Qiagen). Four micrograms of total RNA
per transcriptome were reverse transcribed and used to hybridize
Affymetrix GeneChip® Medicago genome arrays at INRA-
URGV (Evry, France), as described previously (Rey et al., 2013).
Raw and normalized data are available from the Gene Expres-
sion Omnibus (GEO) repository (Barrett & Edgar, 2006) at the
National Center for Biotechnology Information (NCBI) under
the GSE accession number 18473 and through the CATdb data-
base (AFFY_Ralstonia_Medicago (Gagnot et al., 2008)). Tran-
scriptomes are also available in the M. truncatula Gene
Expression Atlas (http://mtgea.noble.org/v3/).

We used ANOVA models to detect differentially expressed
genes in the transcriptomes corresponding to A17 M. truncatula

root tips exposed to R. solanacearum GMI1000 at 0, 12 and
72 hpi. We subjected all normalized data to an ANOVA model
based on a randomized block design. ‘Biological repeat’ was con-
sidered as the blocking factor and time after inoculation as the
factor of primary interest. For each gene model, the normality of
the model residual error was assessed using a Shapiro and Wilk
test (Royston, 1995) and homoscedasticity was verified using the
Levene test (Hines & Hines, 2000). The false discovery rate
(Benjamini & Hochberg, 1995) was calculated for each gene
model. Gene models showing a significant effect for the factor of
primary interest were subjected to Tukey’s post hoc test for single-
step multiple mean comparisons (Yandell, 1997).

Concerning the nodule transcriptomes (Benedito et al., 2008),
normalized data were retrieved from the M. truncatula Gene
Expression Atlas (http://mtgea.noble.org/v3/) and submitted to
the same statistical procedure. All statistical tests were performed
using R software v.2.15.1 (http://r-project.org).

Quantitative real-time reverse transcription-polymerase
chain reaction (RT-PCR) analysis

Reverse transcription was performed with 2 lg of total RNA
using the superscript reverse transcriptase II (Invitrogen Life
Technologies) and anchored oligo(dT) or random primers for
bacterial transcript quantification. Quantitative PCRs were con-
ducted on 384-well plates using a LightCycler 480 (Roche) with
the manufacturer recommended conditions and the primers
shown in Supporting Information Table S1. Cycling conditions
were as follows: 95°C for 5 min, 45 cycles at 95°C for 15 s and
60°C for 1 min. The ubiquitin encoding gene (MtUBIQ1) was
used as an internal standard for sample comparisons, as its expres-
sion showed no significant regulation over the experimental time
course in the pathogenic dataset (Mtr.48704.1.S1_x_at and
Mtr.37220.1.S1_x_at; Table S2). The specificity and efficiency
of the amplification were verified by analyses of melting curves
and standard curves, respectively. The 2�DCt method (Livak &
Schmittgen, 2001) was used for the calculation of relative
expression.

Agrobacterium rhizogenes-mediated root transformation

A construct containing 2442 bp immediately upstream of the
ATG start codon of MtEFD (Verni�e et al., 2008) was introduced
into Agrobacterium rhizogenes ARqua1 and used for M. truncatula
root transformation. The transgenic roots were obtained after
kanamycin (25 mg l�1) selection for 2 wk (Boisson-Dernier et al.,
2001). Composite plants were then transferred into slanted agar
in square Petri dishes with an interface of paper, as described
previously (Vailleau et al., 2007).

Histochemical staining and microscopic analyses

The fluorescein diacetate (FDA) viability test was performed as
described previously (Heslop-Harrison & Heslop-Harrison,
1970). Fluorescence was obtained using an excitation range of
450–490 nm, a dichroic mirror of 510 nm and a long-pass

� 2013 The Authors

New Phytologist� 2013 New Phytologist Trust
New Phytologist (2014) 201: 1343–1357

www.newphytologist.com

New
Phytologist Research 1345



emission filter of 515 nm, observed with an inverted microscope
(Leica DMIRBE, Wezlar, Germany), and images were acquired
with a CCD camera (color cooled view; Photonic Science,
Robertsbridge, UK). The root cell division zone and the vascular
bundle initiation zone were localized on root tips at 3 and 5 dpi
with R. solanacearum after clearing for 3–5 min with sodium
hypochlorite 3.6%. They were observed in bright field (root cell
division zone) or dark field (vascular bundles) using a
DMI6000B microscope equipped with a DFC300 camera (Leica
Microsystems). The images were then analyzed using Fiji soft-
ware (Schindelin et al., 2012). Nuclei with DNA synthesis activ-
ity were visualized in M. truncatula root tips at 3 dpi with
R. solanacearum using a Click-iT® EdU (5-Ethynyl-2′-deoxyUri-
dine) cell proliferation assay (Alexafluor 647; Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). Roots were incubated overnight in 10 lM
EdU in liquid Farhaeus at 25°C. Samples were then fixed and
treated according to the manufacturer’s instructions, and
observed with a Leica confocal SP2 AOTF (excitation, 633 nm;
emission, 670 nm). Images were acquired and projected using Le-
ica confocal software. Histochemical staining for GUS and GAL
activity in plants or bacteria was performed as described previ-
ously (Verni�e et al., 2008) with samples incubated for 8 h at 37
or 28°C. After staining, samples were cleared for 3–5 min with
sodium hypochlorite 3.6%, and observed in a bright field using
a DMI6000B microscope equipped with a DFC300 camera
(Leica Microsystems).

In planta bacterial growth measurements

Leaves of inoculated plantlets were harvested and sterilized with
70% ethanol for 1 min, rinsed three times in sterile water, patted
dry, weighed, crushed and taken up in water. Bacterial concentra-
tions were determined by dilution plating on selective culture
SMSA (Soil Isolation Medium) medium (Vailleau et al., 2007).

Results

MtEFD, anM. truncatula transcription factor involved in
nodule differentiation, is also upregulated during
pathogenic interaction depending on R. solanacearum
pathogenicity

Susceptible A17 M. truncatula plants were inoculated with the
R. solanacearum wild-type GMI1000 strain. Root tips (15 mm)
were harvested immediately (0 hpi) and at 12 and 72 hpi. These
last two time points were selected as they corresponded to the
first root symptoms (epidermis cell death and root growth arrest)
and vascular bundle colonization, respectively (Turner et al.,
2009). Whole-genome gene expression of the samples was ana-
lyzed using the Affymetrix GeneChip® Medicago genome arrays.

A stringent ANOVA, considering the repetitions as blocks and
the time after inoculation as the single variable, was performed. A
set of 6049 M. truncatula probes showing a significant effect of
the ‘time after inoculation’ parameter (P ≤ 0.01) was retained
(Table S2). These probe sets were then submitted to a single-step
multiple comparison procedure (Tukey test), and probes showing

an adjusted P ≤ 0.01 and an absolute log-ratio value ≥ 1 were
selected. Of the 6049 initial probe set, 3229 probes were then
considered as significantly regulated at 12 hpi and/or 72 hpi with
R. solanacearum.

We then compared these root transcriptomes obtained in
response to a pathogen with those resulting from the inoculation
of A17 M. truncatula roots with the symbiotic S. meliloti
GMI2011 strain (Benedito et al., 2008). The transcriptomes of
non-inoculated roots, immature nodules (4 dpi) and mature nod-
ules (10 dpi), two samples that strongly concentrate symbiotic
transcripts, were analyzed using the same statistical analysis and
thresholds. A set of 8176 M. truncatula probes was identified as
differentially regulated at 4 dpi and/or 10 dpi relative to non-
inoculated roots (Table S3).

The combination of all of these analyses highlighted 964
M. truncatula probes differentially regulated in both pathogenic
and symbiotic interactions. Whereas 333 probes had an opposite
regulation depending on the nature of the biotic interaction, 631
probes had a similar transcriptional response to both bacteria,
with 500 downregulated and 131 upregulated probes (Table S4).
Of the 131 latter probes, only 97 had biological or molecular
function annotation according to Gene Ontology (GO) (http://
www.geneontology.org/). However, no functional class was
detected as significantly over-represented based on a Mann–
Whitney test (not shown). Five annotated transcriptional regula-
tors (GO:0006355) were identified: three shared homology to
RNA polymerases and two were AP2/EREBP transcription fac-
tors (Mtr.43606.1.S1_at and Mtr.41581.1.S1_at). Medicago
truncatula expression profiling data (http://mtgea.noble.org)
showed that Mtr.43606.1.S1_at had a non-specific root expres-
sion. The Mtr.41581.1.S1_at probe, interestingly, corresponded
to the MtEFD transcription factor previously described as only
regulated during the M. truncatula–S. meliloti interaction (Verni�e
et al., 2008).

Although MtEFD expression was 13-fold higher (Tukey test,
adjusted P = 2.99 10�4) at 72 hpi in A17 root tips challenged
with R. solanacearum GMI1000, no significant difference was
detected at 12 hpi (Fig. 1a). We took advantage of existing
transcriptomes that we had generated (available at the GEO
repository GSE 18473) to search for MtEFD expression in the
resistant F83005.5 M. truncatula genotype (Vailleau et al., 2007).
A 14-fold induction (Tukey test, adjusted P = 8.59 10�4) was
similarly detected at 72 hpi (Fig. 1a), as well as no upregulation
at 12 hpi. Quantitative RT-PCR experiments were performed in
order to validate the Affymetrix data on both genotypes
(Fig. 1b). A five time points, kinetics showed that the expression
of MtEFD was at a maximum at 72 hpi, being 27-fold (Tukey
test, adjusted P = 1.09 10�2) and 13-fold (Tukey test, adjusted
P = 4.49 10�3) higher in A17 and F83005.5, respectively.
However, no significant difference (Tukey test, adjusted
P = 1.99 10�1) could be found between the two genotypes, indi-
cating that transcriptional regulation of MtEFD expression is not
linked to F83005.5 resistance or to the A17 susceptibility genetic
determinism.

To better understand how MtEFD expression was spatially
regulated in A17 M. truncatula root tips on R. solanacearum
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inoculation, composite plants expressing the pMtEFD-GUS
reporter were generated (Verni�e et al., 2008). MtEFD expression
was localized in water-treated control root tips within two
regions: in the root stem cell niche zone and at the meristematic
transition zone between cell division and cell elongation (Fig. 1c).
In R. solanacearum GMI1000-inoculated root tips (3 dpi), this

specific expression pattern could not be observed and MtEFD (in
blue) was instead expressed in all zones of the root tip, as well as
in more mature regions. The inoculation of root tips with a lacZ-
expressing GMI1000 R. solanacearum strain showed that MtEFD
(in blue) was induced systemically, as expression did not
co-localize with the bacteria (in magenta; Fig. 1c).
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Fig. 1 MtEFD expression during the interaction betweenMedicago truncatula and Ralstonia solanacearum. (a) MtEFD expression levels corresponding to
Affymetrix normalized data were extracted from our transcriptomic data available at the Gene Expression Omnibus (GEO) repository (GSE18473). A17
(closed circles) and F83005.5 (open circles)M. truncatula plants were inoculated with R. solanacearum GMI1000 (107 CFUml�1) and root tips (15mm
from the apex) were harvested at 12 and 72 h post-inoculation (hpi). (b, d) Relative transcript levels of MtEFD were determined by quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction, and results were normalized using the UBIQ1 reference gene. (b) Root tips were harvested fromM. truncatula
A17 (closed circles) and F83005.5 (open circles) genotypes inoculated with R. solanacearum GMI1000 (107 CFUml�1) after the indicated times (hpi). (d)
Root tips were harvested fromM. truncatula A17 challenged with the R. solanacearum wild-type strain GMI1000 (107 CFUml�1; closed circles), hrpB
(107 CFUml�1; open triangles) and hrpG (107 CFUml�1; open squares). (a, b, d) The ‘0 hpi’ sample represents root tips collected immediately after
inoculation. Three biological repetitions were analyzed, with 30 plants per biological repeat. Error bars, � SE of the mean. Significant mean differences
were detected using ANOVA followed by Tukey’s post hoc test for single-step multiple mean comparisons. Means with different letters are significantly
different. (a) Adjusted P ≤ 0.01. (b, d) Adjusted P ≤ 0.05. (c) Root tips of A17 composite plants expressing the b-glucuronidase gene (UidA/GUS) under the
control of the MtEFD promoter region (2442 kb upstream of the predicted start codon). Transgenic roots were inoculated with water (mock control),
R. solanacearum GMI1000 or GMI1000-b-galactosidase gene (107 CFUml�1 each). The expression of b-glucuronidase (blue coloration) and b-
galactosidase (magenta coloration) was analyzed at 3 dpi, and images are representative of the overall observations on n > 54 independent composite
plants. Bars, 100 lm.
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The bacterial Hrp (Hypersensitive response and pathogenic-
ity) system is essential for the pathogenicity of R. solanacearum
on host plants (Boucher et al., 1987). HrpG and HrpB are
required for the root infection process: HrpG integrates environ-
mental signals and, in the presence of plant cells, controls the
type III secretion system via HrpB, as well as many other func-
tions required for disease development (Genin & Denny, 2012).
Medicago truncatula A17 root tips were comparatively challenged
with the R. solanacearum GMI1000 wild-type strain or with
GMI1000 hrpG and hrpB mutants lacking one or other of these
pathogenicity determinants, and which are therefore unable to
induce disease. No induction of MtEFD could be detected at
72 hpi in response to either of the mutant strains (Fig. 1d, Tukey
test, adjusted P > 5.09 10�2). This indicates that the regulation
of MtEFD relies on the R. solanacearum type III secretion
system.

MtEFD is a positive regulator of disease development
during the susceptible interaction

An efd-1 mutant and its wild-type sibling (SWT; Verni�e et al.,
2008) were challenged with R. solanacearum GMI1000. Various
root symptoms were comparatively followed in each genotype.
Primary root growth arrest between 24 and 48 hpi (Fig. S1a), epi-
dermal cell death evaluated in root tips at 3 dpi using an FDA
viability test (Fig. 2a) as well as root tip browning and swelling at
5 dpi (Fig. 2b) were similarly observed in both genotypes. In
response to colonization, no morphological difference with
regard to the size of the root cell division zone (Fig. S1b), locali-
zation of the vascular bundle initiation zone (Fig. S1c) or number
of dividing nuclei in the root tip (Fig. S1d) could be found
between the control and efd-1. However, at 14 dpi in an in vitro
assay, efd-1 plants showed delayed disease development relative
to SWT (Fig. 3a), illustrated by greener aerial parts, branched
primary roots and grown lateral roots.

Disease symptoms on cotyledons and leaves were scored at
21 dpi according to a disease index generated on M. truncatula
A17. Score 0 corresponded to plantlets with no symptoms, score
1 to plants showing yellowing on one or two cotyledons, score 2
to plants with cotyledon wilting, score 3 to plants with first leaf
wilting and score 4 to plant death. Plantlets showing oozes (bac-
terial exudates) on hypocotyl or root were automatically scored as
4. The proportions of plantlets having a score ≥ 1 were signifi-
cantly different (v2 test, P = 2.09 10�2) between efd-1 and SWT
genotypes, with 43% and 64% of wilting plants observed, respec-
tively (Fig. 3b). The number of R. solanacearum bacteria in the
leaves of the two genotypes was then assayed, and a significant
15-fold (t-test, P = 4.19 10�3) higher concentration of bacteria
was detected in SWT relative to efd-1 (Fig. 3c).

In a reciprocal experiment, composite efd-1 and A17 plants
were generated with a construct bearing the MtEFD coding
sequence under the control of the 35S promoter (efd-1:MtEFDox
and A17:MtEFDox). As controls, efd-1 and A17 composite
plants were generated with a construct bearing no coding
sequence (efd-1:control and A17:control). MtEFD expression,
quantified in 3-wk-old transgenic roots, was significantly higher

(8.5-fold, Tukey test, adjusted P = 1.99 10�2) in A17:control
relative to efd-1:control, as expected. Significant 254-fold (Tukey
test, adjusted P = 3.19 10�5) and 32-fold (Tukey test, adjusted
P = 8.79 10�4) MtEFD overexpression levels were detected in
efd-1:MtEFDox and A17:MtEFDox roots, respectively (Fig. 4a).
The composite plants efd-1:MtEFDox, A17:MtEFDox and their
respective controls were then challenged with the R. solanacearum
GMI1000 strain expressing constitutively the GUS reporter gene
(Cunnac et al., 2004). Because of the 3 wk in vitro culture, com-
posite plants have yellowish aerial parts, and cotyledon or leaf
symptoms could not be scored. Colonization of transgenic roots
was followed quantitatively using real-time PCR of the UidA/
GUS bacterial reporter. When compared with their respective
controls, significant 11.5-fold and 14.5-fold GUS overexpression
was detected (Tukey test, adjusted P = 4.59 10�6 and adjusted
P = 1.29 10�6) at 5 dpi in efd-1:MtEFDox and A17:MtEFDox
roots, respectively (Fig. 4b). These results indicate that MtEFD
overexpression increased quantitatively root bacterial coloniza-
tion in A17 and the efd-1 mutant.
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Fig. 2 Comparison of root symptom development between the efd-1
mutant and its wild-type sibling (SWT) challenged with Ralstonia

solanacearum. (a) efd-1 and SWT plantlets were water inoculated or
inoculated with R. solanacearum GMI1000 (107 cfu ml�1) in vitro. The
viability of the root tip epidermis was assayed 3 d post-inoculation (dpi)
using a fluorescein diacetate (FDA) viability test. Images are representative
of the overall observations on four biological repeats, with 25 plants per
biological repeat. Bars, 500 lm. (b) efd-1 and SWT plants inoculated with
R. solanacearum GMI1000 (107 CFUml�1) expressing constitutively the
b-glucuronidase gene (UidA/GUS; strain GMI1559). UidA expression (in
blue) was analyzed at 5 dpi, and images are representative of the overall
observations on four biological repeats, with 25 plants per biological
repeat. Bars, 80 lm.
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(a)

(b) (c)

Fig. 3 Comparison of disease development between the efd-1mutant and its wild-type sibling (SWT) challenged with Ralstonia solanacearum. (a) efd-1
and SWT plants inoculated with R. solanacearum GMI1000 (107 CFUml�1). Plants were observed at 14 d post-inoculation (dpi), and images are
representative of the overall observations on four biological repeats, with 30 plants per biological repeat. Bars, 1 cm. (b) efd-1 and SWT plants were
inoculated with R. solanacearum GMI1000 (107 CFUml�1) and scored at 21 dpi. A disease index was generated onMedicago truncatula A17. Score 0
corresponded to plantlets with no symptoms, score 1 to plants showing yellowing on one or two cotyledons, score 2 to plants with cotyledon wilting, score
3 to plants with first leaf wilting and score 4 to plant death. The percentage of plants showing a score ≥ 1 according to the disease index was calculated.
Four biological repeats were performed, with 30 plants per biological repeat. Error bars, � SE of the mean. Significant mean difference were detected using
Student’s t-test (*, P < 0.05). (c) efd-1 and SWT plants were inoculated with R. solanacearum GMI1000 (107 CFUml�1). The first two trifoliated leaves of
10 plants were collected at 21 dpi. The numbers of bacteria per gram of fresh leaf weight (FW) were then evaluated based on the number of ‘colony-
forming units’ (CFU). Four biological repeats with three technical repeats each were performed, with 30 plants per biological repeat. Significant mean
difference was detected using Student’s t-test (**, P < 0.01).

(a) (b)

Fig. 4 Effect of MtEFD overexpression in A17 and efd-1mutant on bacterial colonization. (a) efd-1 and A17Medicago truncatula composite plants were
generated to express the MtEFD coding sequence under the control of the 35S promoter (efd-1:MtEFDox and A17:MtEFDox). A17:control and efd-1:
control correspond to A17 and efd-1 plants transformed with a construct in which no coding sequence was included. Relative transcript levels of MtEFD
were determined by quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (qRT-PCR) using non-inoculated roots. (b) efd-1 and A17 composite
plants overexpressing MtEFDwere inoculated with a Ralstonia solanacearum GMI1000 (107 CFUml�1) derived strain expressing constitutively the
b-glucuronidase gene (UidA/GUS; strain GMI1559). Relative UidA transcript levels were determined by qRT-PCR in root tips harvested from composite
plants at 5 d post-inoculation. (a, b) Results were normalized using the UBIQ1 reference gene. Four biological repetitions were analyzed, with 30 plants per
biological repeat. Significant mean differences were detected using ANOVA followed by Tukey’s post hoc test for single-step multiple mean comparisons.
Means with different letters are significantly different (adjusted P ≤ 0.05).
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Medicago truncatula CK metabolism and signaling genes
are transcriptionally regulated in response to
R. solanacearum

Because the MtEFD transcription factor regulates the expression
of the MtRR4 CK primary response gene during the symbiotic
interaction (Verni�e et al., 2008), expression of MtRR4 was
followed during the pathogenic interaction. MtRR4
(Mtr.9656.1.S1_at) was not part of the list of M. truncatula
probes ultimately retained in the global transcriptomic analysis
(Table S2) because of an adjusted P value (7.09 10�2) over the
threshold (1.09 10�2). However, the transient upregulation of
MtRR4 at 12 hpi vs 0 hpi seemed to be reproducible, indepen-
dent of biological repetition variability (Fig. 5a), with a 5.8-fold
induction for A17 M. truncatula (Tukey test, adjusted
P = 7.09 10�2) and a seven-fold induction for F83005.5
M. truncatula (Tukey test, adjusted P = 3.09 10�2). Validation
by quantitative PCR experiments at 12 hpi (Fig. 5b) indeed
revealed 11.3-fold induction (Tukey test, adjusted
P = 1.69 10�6) and 7.5-fold induction (Tukey test, adjusted
P = 8.89 10�7) for A17 and F83005.5 M. truncatula genotypes,
respectively. These inductions were not sustained at 72 hpi, con-
firming the transient induction observed previously (Fig. 5a).
Although, during the nitrogen-fixing symbiotic interaction,
MtEFD regulates MtRR4, no such relationship could be demon-
strated during the pathogenic interaction: indeed, the induction
of MtRR4 (12 hpi) preceded MtEFD induction (72 hpi). Accord-
ingly, the efd-1 mutant showed a 6.9-fold induction of MtRR4
expression at 12 hpi (Tukey test, adjusted P = 2.89 10�10;
Fig. 5b). A17 M. truncatula plantlets were additionally compara-
tively challenged with the R. solanacearum GMI1000 wild-type
strain and the two mutant strains used previously, hrpB and
hrpG. No induction of MtRR4 could be detected at 12 hpi in
response to the hrpG mutant, but a 9.5-fold induction could still

be detected with the hrpB mutant (Tukey test, adjusted
P = 1.59 10�8; Fig. 5c). This indicates that the MtRR4 transient
upregulation at 12 hpi does not rely on the type III secretion sys-
tem of R. solanacearum.

Based on the initial observation that the CK primary response
gene MtRR4 was upregulated in response to R. solanacearum, a
survey of other M. truncatula probes corresponding to transcripts
involved in CK metabolism, signaling or response, and differen-
tially regulated on the basis of ANOVA of pathogenic transcript-
omes (Table S2), was conducted (Table 1). Concerning CK
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Fig. 5 MtRR4 expression during the interaction betweenMedicago

truncatula and Ralstonia solanacearum. (a) MtRR4 expression levels
corresponding to Affymetrix normalized data were extracted from our
transcriptomic data generated in this study and available at the Gene
Expression Omnibus (GEO) repository (GSE18473). A17 (closed circles)
and F83005.5 (open circles)M. truncatula plants were inoculated with
R. solanacearum GMI1000 (107 CFUml�1), and root tips (15mm from the
apex) were harvested at 12 and 72 h post-inoculation (hpi). (b, c) Relative
transcript levels of MtRR4were determined by quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction, and the results were normalized
using the UBIQ1 reference gene. (b) Root tips (15mm from the apex)
were harvested fromM. truncatula A17 (closed circles), F83005.5 lines
(open circles) and efd-1mutant (open diamonds) inoculated with
R. solanacearum GMI1000 (107 CFUml�1) at 12 and 72 hpi. (c) Root tips
were harvested fromM. truncatula A17 and challenged with
R. solanacearum wild-type strain GMI1000 (107 CFUml�1; closed circles),
hrpB (107 CFUml�1; GMI1525; open triangles) and hrpG (107 CFUml�1;
GMI1755; open squares). (a, b, c) The ‘0 hpi’ sample represents root tips
collected immediately after inoculation. Three biological repetitions were
analyzed, with 30 plants per biological repeat; error bars, � SE of the
mean. Significant mean differences were detected using ANOVA followed
by Tukey’s post hoc test for single-step multiple mean comparisons.
Means with different letters are significantly different, with: (a) adjusted
P ≤ 0.01; (b, c) adjusted P ≤ 0.05.
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Table 1 Differential expression of cytokinin-related transcripts during the A17Medicago truncatula and GMI1000 Ralstonia solanacearum pathogenic
interaction

Affymetrix identifier Annotation Reference

A17M. truncatula–GMI1000 R. solanacearum interaction

Fold 12 vs
0 hpi

Adj. P value 12 vs
0 hpi

Fold 72 vs
0 hpi

Adj. P value 72 vs
0 hpi

Cytokinin metabolism
Mtr.24597.1.S1_at Cytokinin oxidase – 1 0.988 2.8 0.037
Mtr.14413.1.S1_at Cytokinin oxidase * – 2.9 0.25 26 0.009
Mtr.38799.1.S1_s_at Cytokinin oxidase – 2 0.243 5.7 0.02
Mtr.29566.1.S1_at Cytokinin hydrolase – �1.1 0.765 5.4 0.001
Mtr.50458.1.S1_at LOG-like * – �2.3 0.061 �6.2 0.004

Cytokinin signaling
Positive response regulators
Mtr.44060.1.S1_at B-type RR – 3.6 0.042 0.8 0.761
Mtr.14613.1.S1_at B-type ARR6-like – �1.2 0.083 2.1 0.001

Negative response regulators
Mtr.43256.1.S1_at A-type RR – 2.3 0.007 1.1 0.7
Mtr.9656.1.S1_at A-type MtRR4* Plet et al. (2011) 5.2 0.073 1.8 0.573
Mtr.2193.1.S1_at A-type RR – 4 0.001 3.9 0.001
Mtr.5335.1.S1_at A-type RR – 12.8 0.003 12.4 0.003
Mtr.174.1.S1_at A-type MtRR11* Den Camp et al.

(2011)
12.6 0.002 4.6 0.014

Mtr.51829.1.S1_s_at A-type ARR8-like* – 15.4 0.003 28.8 0.001
Mtr.31738.1.S1_at A-type MtRR8 Saur et al. (2011) 1.8 0.166 8.3 0.002

Cytokinin response genes
CandidateM. truncatula cytokinin primary response genes
Mtr.12473.1.S1_at UDP-glucuronosyl

UDP-glucosyltransferase
Ariel et al. (2012) 2.1 0.029 1 0.998

Mtr.9007.1.S1_at UDP-glucuronosyl
UDP-glucosyltransferase

Ariel et al. (2012) 4.8 0.047 �1.1 0.987

Mtr.44630.1.S1_at UDP-glucuronosyl
UDP-glucosyltransferase

Ariel et al. (2012) 4 0.037 2.9 0.077

Mtr.10628.1.S1_at Cytochrome P450 Ariel et al. (2012) 1.4 0.443 38 0
Mtr.13370.1.S1_at 2OG-Fe(II) oxygenase Ariel et al. (2012) 4 0.096 9.4 0.021
Mtr.24815.1.S1_at Glutaredoxin-like plant II Ariel et al. (2012) 2.2 0.302 9.5 0.018
Mtr.38111.1.S1_at Glutathione S-transferase GST

14
Ariel et al. (2012) 2.8 0.403 54.5 0.011

Mtr.33011.1.S1_at Ctr copper transporter Ariel et al. (2012) �2 0.009 5.7 0
Mtr.39997.1.S1_at Hypothetical protein Ariel et al. (2012) 1.6 0.143 2.5 0.018
Mtr.4878.1.S1_at Glyoxalase bleomycin

resistance
protein/dioxygenase

Ariel et al. (2012) �1.2 0.667 �3.2 0.017

Mtr.34024.1.S1_at Pathogenesis-related
transcriptional
factor and ERF transcriptional
factor B3

Ariel et al. (2012) �2.1 0.115 �6.2 0.006

Other cytokinin response genes
Mtr.43606.1.S1_at CRF Rashotte & Goertzen

(2010)
2.4 0.216 6.7 0.003

Mtr.45912.1.S1_at CRF Rashotte & Goertzen
(2010)

1.8 0.355 7.9 0.033

Mtr.41561.1.S1_at Expansin 4* O’Malley & Lynn
(2000)

1.8 0.173 7.4 0.003

Mtr.19007.1.S1_at Expansin O’Malley & Lynn
(2000)

4.7 0.043 5 0.037

Mtr.36209.1.S1_at Expansin B3 O’Malley & Lynn
(2000)

1.7 0.614 7.6 0.035

Mtr.8532.1.S1_s_at Expansin A1 O’Malley & Lynn
(2000)

6.8 0.058 12.9 0.023

Mtr.33549.1.S1_at Expansin O’Malley & Lynn
(2000)

�1 1 74.5 0.005

Mtr.38111.1.S1_at GST Bhargava et al.
(2013)

2.8 0.403 54.5 0.011
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metabolism, three CK oxidases/dehydrogenases (CKX) catalyzing
the degradation of CK and a CK hydrolase involved in CK con-
jugation were upregulated at 72 hpi, whereas a LOG-like tran-
script allowing the conversion of CK ribonucleotides into active
CKs (Kuroha et al., 2009) was downregulated at 72 hpi. How-
ever, genes encoding rate-limiting enzymes of CK biosynthesis,
the isopentenyltransferase (IPT) and cytochrome P450 monooxy-
genase, were not differentially regulated at 12 or 72 hpi. Con-
cerning CK signaling, no sensor kinase receptors or histidine
phosphotransfer proteins were significantly regulated during the
pathogenic interaction. Nevertheless, several other members of
the type-A RR family were detected as upregulated. Three groups
could be identified on the basis of their temporal expression
pattern: two genes transiently induced at 12 hpi, four early-
induced genes at 12 hpi with an induction sustained to 72 hpi,
and two late-induced genes at 72 hpi. Two members of the type-
B RR transcription factor family, acting as positive regulators of
CK signaling by controlling the transcription of a subset of ‘CK
primary response genes’ (Hwang et al., 2012), were also upregu-
lated, one at 12 hpi and the other at 72 hpi (Table 1). Among the
39 genes proposed by Ariel et al. (2012) as candidate CK primary
response genes inM. truncatula root apices, 11 showed a differen-
tial expression in response to R. solanacearum, consisting mainly
of upregulations (nine of 12 genes). In addition, two members of
the CRF (Cytokinin Responsive Factor; Rashotte & Goertzen,
2010) family were upregulated at 72 hpi. As some expansin genes
have been shown to be CK upregulated during parasitic interac-
tions (O’Malley & Lynn, 2000), we specifically analyzed this
gene family and found that five M. truncatula expansin tran-
scripts were upregulated at 72 hpi with R. solanacearum. Simi-
larly, ACC synthase encoding transcripts have been described as
being repressed by CKs (Bhargava et al., 2013), and we observed
a downregulation at 72 hpi. Finally, GH3 genes have been
reported to be induced by CKs (Bhargava et al., 2013), and a
27.5-fold induction of a GH3 gene was detected at 72 hpi in our
dataset. The majority of these genes were retained in the overall
comparative pathogenesis/symbiosis analysis (Table S4), but not
in the limited set of similarly upregulated genes in both patho-
genic and symbiotic conditions, indicating that the regulation of
these genes is dependent on the type of biotic interaction.

MtEFD induction during the pathogenic interaction
betweenM. truncatula and R. solanacearum is MtCRE1
dependent

In order to evaluate whether CKs had a positive or negative role
on M. truncatula infection by R. solanacearum GMI1000, a
mutant in the MtCRE1 CK receptor essential for symbiotic nod-
ulation (Plet et al., 2011) was challenged by the pathogenic bacte-
ria. The cre1-1 mutant showed significantly delayed symptoms at
21 and 28 dpi when compared with the wild-type (Tukey test,
adjusted P < 2.19 10�3). The cre1-1 response was thus similar
(Tukey test, adjusted P > 8.99 10�1) to that of the efd-1 mutant
(Fig. 6). These results indicate that, like MtEFD, CK signaling
mediated by the MtCRE1 receptor is a positive regulator of
R. solanacearum disease development. Ralstonia solanacearum
GMI1000 has a trans-zeatin synthase (tzs) gene which encodes an
isopentenyl transferase protein involved in the CK biosynthesis
first committed step (Salanoubat et al., 2002). In order to check
whether the CKs involved in disease development were of bacte-
rial origin, wild-type roots were inoculated with a R. solanacearum
GMI1000 tzs mutant strain. Symptom appearance was similar to
that observed after inoculation with the wild-type GMI1000
strain (Fig. 6). Therefore, CK of bacterial origin could not be
involved in disease development in our experimental conditions.

To test the possible relationships between MtCRE1-dependent
CK signaling and the MtEFD transcription factor during the
pathogenic interaction, cre1-1 mutant root tips challenged with
R. solanacearum GMI1000 were sampled just after inoculation
(0 hpi) and at 12 and 72 hpi. MtRR4 and MtGH3.1, used as
CK-related early and late pathogenic response genes, respectively
(Fig. 7a,b), were no longer detected in the cre1-1 mutant in
response to R. solanacearum (Tukey test, adjusted P > 59 10�2),
but were detected at the same levels in the efd-1 mutant and the
wild-type. These results indicate that the regulation of these two
genes during the pathogenic interaction is dependent on CK per-
ception by the MtCRE1 receptor. Interestingly, the induction of
MtEFD expression by R. solanacearum was similarly abolished in
the cre1-1 mutant (Fig. 7c).

Overall, transcriptional regulation of selected CK-related tran-
scripts therefore seems to be independent of MtEFD during the

Table 1 (Continued)

Affymetrix identifier Annotation Reference

A17M. truncatula–GMI1000 R. solanacearum interaction

Fold 12 vs
0 hpi

Adj. P value 12 vs
0 hpi

Fold 72 vs
0 hpi

Adj. P value 72 vs
0 hpi

Mtr.40263.1.S1_at GH3.1* Bhargava et al.
(2013)

1.1 0.989 27.5 0.006

Mtr.9002.1.S1_at ACC oxidase Bhargava et al.
(2013)

�1.2 0.737 �2.5 0.017

Probe sets corresponding to cytokinin metabolism, signaling or candidate primary response genes were extracted from Supporting Information Table S2.
Yellow cells, fold ratio ≥ 2 and conditions significantly different (adjusted P ≤ 0.05); blue cells, fold ratio ≤�2 and conditions significantly different (adjusted
P ≤ 0.05). Annotations and gene names were extracted from the references cited in the table. –, Gene Ontology annotation; *, transcript for which quanti-
tative reverse transcription-polymerase chain reactions (qRT-PCRs) in root tips (15mm from the root apex) were conducted and which validated the
Affymetrix data. hpi, hours post-inoculation.
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interaction between M. truncatula and R. solanacearum
GMI1000, whereas MtEFD induction is dependent on MtCRE1
in the same biological conditions.

Discussion

The characterization of the interplay between responses to infec-
tion with beneficial and detrimental microorganisms requires
biological experimental systems in which plant roots can be colo-
nized by symbiotic and pathogenic microbes (Rey & Schornack,
2013). The legume species M. truncatula and L. japonicus are
model plants for endosymbioses, and therefore excellent plant
candidates for such systems. Dual symbiotic vs pathogenic sys-
tems have been set using various types of pathogen, such as
oomycetes (Aphanomyces euteiches, Rey et al., 2013), fungi
(Colletotrichum trifolii, Genre et al., 2009; Rhizoctonia solani,
Anderson et al., 2010; Verticillium spp., Ben et al., 2013) or nem-
atodes (Meloidogyme spp., Damiani et al., 2012), but none has
been described with a bacterial pathogenic partner. The experi-
mental system developed in this study between M. truncatula and
R. solanacearum or S. meliloti presents several advantages. The
first is that R. solanacearum, a soil-borne bacterium causing the
widespread disease known as bacterial wilt, is a natural root

colonizer (Vailleau et al., 2007). Second, this plant pathogen has
been extensively studied using a combination of genetic, genomic
and post-genomic approaches (Peeters et al., 2013). Finally, as
S. meliloti, R. solanacearum first infects the young part of the root,
that is, the region of the initiation and development of root hairs
(Turner et al., 2009).
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Fig. 7 Expression pattern of three transcripts responding to Ralstonia

solanacearum GMI1000 in cre1-1 and efd-1 Medicago truncatula

mutants. Relative transcript levels of MtRR4 (a), MtGH3.1 (b) and MtEFD
(c) were determined by quantitative real-time reverse transcription-
polymerase chain reaction (qRT-PCR) in root tips (15mm from the root
apex) harvested fromM. truncatula A17 (closed circles), efd-1mutant
(closed squares) and cre1-1mutant (closed triangles) plants at 12 or 72 h
post-inoculation (hpi) with R. solanacearum GMI1000 (107 CFUml�1).
Results were normalized using the UBIQ1 reference gene. Three to five
biological repetitions, depending on the genotypes, were analyzed, with
30 plants per biological repeat. Error bars, � SE of the mean. Significant
mean differences were detected using ANOVA followed by Tukey’s post
hoc test for single-step multiple mean comparisons. Means with different
letters are significantly different (adjusted P ≤ 0.05).
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Fig. 6 Role of the CRE1 cytokinin signaling pathway and Ralstonia
solanacearum tzs (trans-zeatin synthase) gene on disease symptom
development.Medicago truncatula A17 (closed circles), efd-1mutant
(closed squares) and cre1-1mutant (closed triangles) plants were
inoculated with R. solanacearum GMI1000 (107 CFUml�1).Medicago
truncatula A17 plants (open triangles) were also inoculated with
R. solanacearum tzsmutant strain (107 CFUml�1). Plants were scored at
14, 21 and 28 d post-inoculation (dpi). A disease index was generated on
M. truncatula A17. Score 0 corresponded to plantlets with no symptoms,
score 1 to plants showing yellowing on one or two cotyledons, score 2 to
plants with cotyledon wilting, score 3 to plants with first leaf wilting and
score 4 to plant death. The percentage of plants showing a score ≥ 1
according to the disease index was calculated. Three biological repeats
were performed, with 30 plants per biological repeat; error bars, � SE of
the mean. Significant mean differences were detected using ANOVA
followed by Tukey’s post hoc test for single-step multiple mean
comparisons. Means with different letters are significantly different
(adjusted P ≤ 0.05).
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This dual system allowed us to undertake a global comparative
analysis between symbiotic and pathogenic transcriptomes using
Affymetrix GeneChip® Medicago genome arrays. This compara-
tive analysis was rather crude as it was based on whole-organ
analyses with different temporal scales, but, nevertheless, it
allowed us to identify a set of 964 genes deregulated in both
interactions. Among these, 34% had specific behavior depending
on the nature of the interaction, whereas 52% and 14% were
commonly downregulated and upregulated, respectively. The
proportions of transcripts belonging to the three categories were
surprisingly close to those observed by Damiani et al. (2012),
where nodule infection zone cells were compared with giant
cells induced by root-knot nematodes in M. truncatula follow-
ing laser dissection. This could support the hypothesis that
downregulation mechanisms are more conserved than those
involved in the induction of genes between symbiotic and path-
ogenic interactions (Damiani et al., 2012).

It is well established that defense reactions need to be pre-
vented to allow rhizobia–legume symbiotic interactions to take
place (for a review, see Jones et al., 2007). Indeed, although rhi-
zobia or Nod factors can transiently induce defense gene expres-
sion (Lohar et al., 2006; Nakagawa et al., 2011), steady
expression during symbiotic interactions of defense genes and
transcription factors, normally associated with pathogenic inter-
actions, has only been described in defective nodules, for exam-
ple induced by mutant strains of rhizobium, in particular
exopolysaccharide- or lipopolysaccharide-defective strains (Nie-
haus et al., 1993; Tellstr€om et al., 2007; Moreau et al., 2011).
In this study, we observed a very unusual situation in which a
transcription factor gene which plays an essential positive role
for wild-type nodule development, MtEFD, is also induced by a
plant pathogen, R. solanacearum, and plays a positive role in dis-
ease development. Another key symbiotic gene, MtNFP (Nod
Factor Perception), has recently been reported to contribute to
the regulation of pathogenic interactions between M. truncatula
and A. euteiches (Rey et al., 2013). However, in this case,
MtNFP is positively involved in the plant immunity against the
pathogen.

We also identified that CKs, phytohormones which play a key
positive role during the early and late stages of nodulation
(Frugier et al., 2008), are strongly affected at the transcriptional
level during the pathogenic interaction between M. truncatula
and R. solanacearum. Indeed, transcriptomics data indicated that
many transcripts involved in CK metabolism, signaling and
response are differentially regulated already at 12 hpi and, in sev-
eral cases, sustained at 72 hpi. The importance of CKs during this
interaction was further strongly reinforced by genetic evidence, as
the CK receptor essential for symbiotic nodulation, MtCRE1
(Plet et al., 2011), was shown to play a positive role in disease
development. Finally, we established a link between MtEFD and
CKs in the context ofM. truncatula–R. solanacearum interactions,
as MtEFD induction was abolished in the cre1-1 mutant.

During nodulation, MtEFD has been proposed to negatively
control CK pathways via the type-A RR, MtRR4, thereby
impacting on both nodule initiation and development (Verni�e
et al., 2008). An interesting question is therefore whether the

same regulatory module is recruited during a pathogenic interac-
tion. It is not yet possible to unequivocally answer this question.
Indeed, several observations support a functional disconnection
between MtEFD and MtRR4: (1) in contrast with MtEFD,
MtRR4 induction in response to R. solanacearum does not require
HrpB, that is the bacterial type III secretion system; (2) MtRR4
induction takes place much earlier than MtEFD induction (12 vs
72 hpi, respectively); and (3) MtRR4 induction is still detected in
the efd-1 mutant. This may indicate that the ‘ins and outs’ of
MtEFD regulation differ strikingly according to the type of
plant–microorganism interaction: MtEFD induces the expression
of the MtRR4 type-A RR during nodulation, and thereby nega-
tive feedback on CK signaling, whereas MtEFD expression is
dependent on CK perception by the MtCRE1 receptor during
the pathogenic interaction.

Nevertheless, MtRR4 has been shown to be transcriptionally
activated by two independent pathways depending on the symbi-
otic nodulation stage: very early, when MtEFD is not yet upregu-
lated (24 hpi; Lohar et al., 2006), depending on the CK
phosphotransfer signaling pathway; and later (at 3–4 dpi) in an
MtEFD-dependent manner (Verni�e et al., 2008). It is therefore
possible that, similarly, during the interaction with
R. solanacearum, there are different temporal mechanisms con-
trolling MtRR4 activation, first dependent on the CRE1 CK sig-
naling pathway and later on the MtEFD pathway (Fig. 8).

Transcriptomic analyses have revealed that CKs are profoundly
affected by the pathogen, and it is possible that R. solanacearum
exploits this alteration of hormone balance to improve its coloni-
zation efficiency. Although we could not obtain microscopic evi-
dence for this, it is conceivable, for example, that modification of
CK metabolism and response may help the bacteria to invade the
stele region and the vasculature, as CKs are known to play a role
in the regulation of vascular differentiation (Mahonen et al.,
2006) and to improve nutrient allocation within the root
(Walters et al., 2008). Alternatively, plant CK responses may also
primarily help the plant to cope with the stress induced by
R. solanacearum infection, and this response may indirectly bene-
fit R. solanacearum, which behaves as a biotrophic pathogen dur-
ing the first days of invasion.

A bacterial origin of CKs can be relevant for pathogenic inter-
actions (e.g. in the Rhodococcus fascians–Arabidopsis interaction;
Pertry et al., 2009). A tzs gene encoding an isopentenyl transferase
protein has been identified in R. solanacearum K60 (Akiyoshi
et al., 1987) and in the GMI1000 genome (Salanoubat et al.,
2002), the expression of which is HrpG independent in
GMI1000 (Valls et al., 2006). Akiyoshi et al. (1987) demon-
strated that several strains of R. solanacearum could secrete CKs in
liquid axenic cultures. In our study, preliminary results demon-
strated that inoculation of M. truncatula wild-type roots with a
tzs mutant led to the same disease development as inoculation
with the GMI1000 wild-type strain. Even though the role of CKs
and of an isopentenyl transferase gene in R. fascians has been dem-
onstrated to be central for bacterial virulence on Arabidopsis
thaliana (Pertry et al., 2009), we could not find such a correlation
in our biological system. By contrast, a recent study has reported
that the HopQ1 type III effector of Pseudomonas syringae

New Phytologist (2014) 201: 1343–1357 � 2013 The Authors

New Phytologist� 2013 New Phytologist Trustwww.newphytologist.com

Research

New
Phytologist1354



pv. tomato can induce CK signaling, leading to the suppression of
flagellin receptor FLS2 accumulation and, consequently, to the
suppression of plant innate immunity (Hann et al., 2013). There-
fore, it could be interesting to look for a putative HrpG-depen-
dent CK signal in theM. truncatula–R. solanacearum interaction.

In the model proposed (Fig. 8), MtEFD transcription is not
upregulated directly by CKs. Indeed, we have no evidence for a

direct impact of CK signaling on MtEFD, as this gene is not
transcriptionally induced by the exogenous treatment of roots
with CKs (Ariel et al., 2012). MtEFD transcriptional activation
by R. solanacearum is intimately connected with bacterial patho-
genicity, as it is dependent on the type III secretion system regu-
lator HrpB. The type III secretion system translocates some 70
bacterial effector proteins directly into the host cells to suppress
defense responses and to facilitate bacterial multiplication during
the first stages of infection (Poueymiro & Genin, 2009). The
bacterial effectors triggering the MtEFD response have yet to be
uncovered, taking advantage of the existence of 67 loss-of-func-
tion type III effector mutants in the GMI1000 background
(Poueymiro & Genin, 2009). In the future, it will also be very
interesting to identify the set of MtEFD target genes regulated in
the context of pathogenic vs symbiotic interactions.

In conclusion, this work adds a new link between CKs and
pathogenicity in an original legume root pathosystem. By show-
ing the importance of the symbiotic transcription factor MtEFD
in bacterial wilt, it also adds an important piece to the complex
crosstalk existing between symbiotic and pathogenic responses.
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following R. solanacearum GMI1000 (107 cfu.mL−1) (closed) or mock inoculation (open).  
(b) Root cell division zone (white circle) was visualized after clearing of the SWT and efd-1 plantlets 
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plantlets root tips 3 dpi  with R. so lanacearum GMI1485. Bacterial colonization was revealed by a 

gal coloration. 
(d) Nuclei with DNA synthesis activity were visualized in SWT and efd-1 root tips three dpi with R. 
solanacearum using Click-iT® EdU cell proliferation assay 
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Chapitre IV : Discussion et Perspectives 
 

Ce chapitre reprendra les discussions abordées dans les chapitres précédents (chapitres II et 

III) et ouvrera sur de nouvelles perspectives. De plus, plusieurs hypothèses concernant le rôle 

de MtEFD au cours du développement racinaire et nodulaire, et des interactions plantes-

microorganismes, seront proposées.  

  



Figure 48 : Schéma de nodosités sauvages et mutantes fix-. 
 
La différence du pourcentage des cellules en 16C et 32C par rapport au sauvage (WT) est indiquée au-dessus des 
schémas. - : aucune différence ; flèche vers le bas : diminution ; 2 flèches vers le bas : très forte diminution. I: 
zone méristématique ; II : zone d’infection et de différenciation ; II* : zone d’infection sans différenciation 
cellulaire ; II** : zone d’infection et de différenciation cellulaire partielle ; III : zone de fixation azotée ; III* : 
zone pleinement différenciée mais altération de la fixation azotée ; III** : zone où seules quelques cellules 
végétales contiennent des bactéroïdes différenciés mais avec un problème de localisation ; IV : zone de 
sénescence.  
 
D’après Maunoury et al., 2010 ; chapitre II 
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I. Quel est le mécanisme d’action de MtEFD dans la 

différenciation nodulaire ? 

1. MtEFD a t-il un impact sur l’endoréduplication ? 

Dans des travaux antérieurs, il avait été montré que MtEFD est requis pour la différenciation 

des cellules végétales et bactériennes (Figure 47) (Vernie et al., 2008). Or, dans les nodosités, 

la différenciation des bactéries et des cellules végétales est associée à des processus 

d’endoréduplication (Cebolla et al., 1999). Les mutants TR3 (correspondant à ipd3) et TR36w 

développent des nodosités incapables de se différencier (Maunoury et al., 2010), dont les 

cellules présentent un degré de ploïdie allant jusqu’à 8C (Figure 48). En revanche, les 

mutants TRV36 et TRV43 développent des nodosités qui sont capables de se différencier 

mais qui entrent prématurément en sénescence (Maunoury et al., 2010), ce qui est sans doute 

à l’origine de la diminution du pourcentage de cellules en 16C et 32C. L’analyse et la 

comparaison du niveau d’endoploïdie, dans les cellules de nodosités mutantes efd-1 et fix-, 

ont permis de montrer qu’efd-1 est un mutant atypique, dont le niveau d’endoploïdie des 

cellules végétales est bloqué à 16C (voir chapitre II). Cependant, chez efd-1, l’altération de la 

différenciation des cellules végétales n’est pas due à une sénescence précoce puisque les 

données transcriptomiques montrent que les marqueurs de sénescences ne sont pas induits 

dans des nodosités de 4 jours. MtEFD semble donc jouer un rôle dans la transition 16C-32C.  

Les données de RNA-seq couplé à la LCM d’une nodosité mature de M. truncatula (Roux et 

al., 2014) confirment que MtEFD a une expression maximale en ZIId. Or, l’analyse globale 

de ces nouvelles données transcriptomiques montrent que les changements majeurs dans le 

transcriptome des cellules végétales ont lieu lors de la transition de la ZIId à la ZIIp, alors que 

ceux des bactéries sont retrouvés à la fois lors du passage de la ZIIp à l’interzone II-III et de 

l’interzone II-III à la zone III (Roux et al., 2014). Dans les nodosités, les bactéroïdes de type 

2, qui commencent à s’allonger via des processus d’endoréduplication, sont retrouvés à partir 

de la ZIIp, tandis que les bactéries de type 3, qui ont cessé de croître, sont localisées au niveau 

de l’interzone II-III (Vasse et al., 1990) (Figure 49). Plusieurs résultats de travaux convergent 

vers le fait que la différenciation des cellules végétales précèdent celles des bactéries 

(Maunoury et al., 2010; Moreau et al., 2011a). Il semble donc que la ZIId correspond à une 

zone de différenciation des cellules végétales uniquement, tandis que la ZIIp correspond à la 

fin de la différenciation des cellules végétales et au début de la différenciation des 
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Figure 49 : Modèle du mécanisme d’action de MtEFD dans la différenciation nodulaire. 

 
Dans la zone I (ZI), les cellules se divisent activement. Dans la zone II distale (ZIId), les bactéries sont libérées 
dans les cellules 4C. Par la suite, les cellules végétales se différencient et entrent dans des cycles 
d’endoréduplication, allant jusqu’à 16C. En zone II proximale (ZIIp), les cellules végétales et les bactéroïdes se 
différencient. L’endoréduplication des cellules végétales va jusqu’à 32C/64C. Les bactéroïdes commencent à 
s’allonger (type 2) à partir des cellules en 16C ou en 32C/64C. Dans l’interzone (IZ), les bactéroïdes ont cessé de 
s’allonger (type 3). Dans la zone III (ZIII), les bactéroïdes de type 4/5 sont capables de fixer l’azote atmosphérique 
au bénéfice de la plante hôte. MtEFD s’exprime fortement dans la ZIId où il régulerait l’expression de MtRR4, 
GRP et certains NCR, ainsi que l’expression de nodulines hautement spécifiques de la nodosité. A travers cette 
régulation, MtEFD pourrait favoriser la transition des cellules de la ZIId à la ZIIp (flèches bleues). 
 
D’après chapitre II 
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bactéroïdes. Dans la ZIIp, on peut supposer que : (i) il est nécessaire que la différenciation des 

cellules végétales (et notamment le nombre d’endocycles) soit terminée pour permettre la 

différenciation bactérienne, ou, (ii) la différenciation entre les cellules bactériennes et 

végétales est coordonnée ; ainsi, les bactéroïdes commencent à se différencier avant que les 

cellules végétales soient totalement différenciées (Figure 49). Enfin, l’interzone marquerait la 

différenciation terminale des bactéroïdes, capables dans la zone III de fixer l’azote 

atmosphérique. MtEFD pourrait jouer un rôle dans une des étapes de la différenciation 

permettant le passage des cellules de la ZIId en ZIIp (Figure 49). Cette hypothèse suggérerait 

aussi que la transition des cellules de la ZIId en ZIIp s’accompagne d’un nouveau cycle 

d’endoréduplication permettant aux cellules en 16C de passer en 32C.  Pour mieux 

comprendre comment la différenciation des cellules est corrélée aux étapes 

d’endoréduplication dans la nodosité, il serait intéressant de regarder le niveau de ploïdie des 

cellules végétales selon les différentes zones de la nodosité.  

 

 

2. MtEFD régule t-il des gènes du cycle cellulaire ? 

L’exploration des nouvelles données transcriptomiques, obtenus au cours de ma thèse, permet 

de définir si des gènes impliqués dans l’endoréduplication sont dérégulés chez efd-1. CCS52A 

est un acteur clé de l’endoréduplication dans les nodosités de M. truncatula (Cebolla et al., 

1999). Les données LCM montrent que le gène CCS52A est retrouvé à 25,6% dans la ZIId et 

à 47.9% dans la ZIIp (chapitre II, (Roux et al., 2014)). Des expériences d’anti-sens dirigés 

contre CCS52A ont montré qu’une diminution modérée de l’expression du gène est suffisante 

pour avoir un effet important sur la structure interne de la nodosité, ainsi que sur le nombre de 

cellules en 32C (Figure 30A) (Vinardell et al., 2003b). Cependant CCS52A n’est pas retrouvé 

parmi les gènes différentiellement exprimés dans les données transcriptomiques comparant les 

nodosités sauvages et efd-1 (voir chapitre II). Nous avons également analysé l’expression de 

gènes connus pour être impliqués dans le cycle cellulaire, tels que des gènes codant pour des 

cyclines, des protéines CDK, des protéines inhibitrices des CDK (ICK/KRP) ainsi que 

l’homologue chez Arabidopsis de GTL1, SIM et HYP2 (voir chapitre I, III.2.c.ii). 

L’expression de ces gènes n’est pas modifiée chez efd-1, suggérant que l’impact de MtEFD 

sur l’endoréduplication est probablement indirect. Cependant, on peut supposer que 

l’expression de ces différents gènes est altérée dans un mutant efd-1, mais non détectable. En 



 



Discussion et Perspectives 

127 
 

effet, l’augmentation de taille de la zone II dans les nodosités efd-1 (Figure 47) pourrait 

compenser la diminution d’expression de ces gènes.  

 

 

3. Quels sont les gènes précocement régulés par MtEFD et 

potentiellement impliqués dans la différenciation nodulaire ? 

Afin de comprendre le mécanisme d’action de MtEFD dans le développement nodulaire et 

d’identifier ses cibles directes, nous avons définis quels étaient les gènes dérégulés chez efd-1 

dans des nodosités de 4 jours et présentant un profil d’expression similaire à MtEFD (dans 

une nodosité mature) (voir chapitre II). Au sein de ces gènes, on retrouve MtRR4, qui avait 

été préalablement identifié avec les microarray 16K (Vernie et al., 2008). Comprendre si le 

mécanisme d’action de MtEFD passe par MtRR4 a fait partie de mon projet de thèse et sera 

discuté dans la partie suivante (II).  

Outre MtRR4, plusieurs gènes, ayant une expression quasi spécifique des nodosités, sont 

induits par MtEFD. Certains d’entre eux, tels que MtN1, MtN11, MtN15, MtN16 et MtN17 

(M. truncatula nodulin 1/11/15/16/17), sont prédits pour coder de petites protéines sécrétées, 

dont la fonction est inconnue à ce jour. On retrouve aussi 7 NCR et 1 GRP (glycine-rich 

peptide) plus ou moins fortement dérégulés (de 2,6 fois à 15,7 fois moins exprimés dans efd-1 

que dans SWT). Les gènes NCR et GRP codent pour des petits peptides sécrétés qui peuvent 

jouer un rôle dans la différenciation des bactéroïdes (Mergaert et al., 2003; Alunni et al., 

2007; Van de Velde et al., 2010). On peut alors envisager que ces gènes régulés par MtEFD 

participent à la différenciation cellulaire nécessaire au passage des cellules de la ZIId en ZIIp 

(Figure 49). Selon le modèle (i) (voir I.1), ces peptides, tels que MtN1, MtN11, MtN15, 

MtN16 et MtN17, pourraient jouer un rôle dans la différenciation végétale, permettant un 

nouveau cycle d’endoréduplication (16C-32C). Or, l’endoréduplication des bactéroïdes est 

aussi affectée chez efd-1. Dans ce modèle, il est donc fortement probable que l’altération de 

l’endoréduplication des bactéroïdes soit une conséquence de la différenciation incomplète des 

cellules végétales chez efd-1. Selon le modèle (ii) (voir I.1), les peptides sécrétés, tels que les 

NCR et GRP, pourraient être exportés jusque vers les symbiosomes permettant alors la 

différenciation des bactéroïdes (Figure 49). Dans un mutant efd-1, l’absence de 

différenciation des bactéroïdes empêcherait un nouveau cycle d’endoréduplication des 

cellules végétales, qui resteraient alors bloquées en 16C. L’analyse des données 
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de PBM (Protein Binding Microarray). 
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transcriptomiques, des nodosités de 4 jours, a également mis en évidence la répression de  

nodulines tardives, c'est-à-dire ayant une expression maximale en interzone II-III et zone III, 

par MtEFD. MtEFD pourrait « superviser » la mise en place d’une des étapes de la 

différenciation en activant des gènes nécessaires à cette étape et en réprimant l’expression de 

gènes qui interviennent ultérieurement.  

L’analyse transcriptomique réalisée sur des nodosités sauvages et efd-1 a permis d’avoir une 

vue globale sur les gènes régulés par MtEFD et d’identifier des cibles précoces de MtEFD. 

Cependant, l’identification des cibles directement régulées par MtEFD est une des étapes clés 

pour mieux comprendre le mécanisme d’action de MtEFD. Les FT interagissent avec des 

séquences régulatrices spécifiques de l’ADN pour contrôler l’expression des gènes. Un des 

projets de l’équipe consiste à identifier les séquences spécifiquement reconnues par MtEFD. 

La technique utilisée, appelée PBM (Protein Binding Microarray), sera basée sur 

l’hybridation de la protéine chimérique MtEFD-GST sur une microarray universelle, 

recouvrant toutes les combinaisons possibles de séquence ADN et sur laquelle un FT peut 

s’hybrider, d’une longueur de 35pb (Figure 50) (Berger et al., 2006). Les protéines ERN1 et 

ERN2, appartenant à la famille des ERF, mais ne régulant pas les mêmes gènes que MtEFD, 

ainsi que MtEFD2, seront utilisées en parallèle. L’idée sera ensuite d’aller rechercher cette 

séquence consensus dans les promoteurs de gènes cibles et, notamment, ceux identifiés via 

nos données transcriptomiques. Cette méthode pourrait aussi nous aider à identifier des gènes 

cibles de MtEFD au cours du développement racinaire et de l’interaction pathogène avec R. 

solanacearum. Une approche in vivo telle que le CHIP (Chromatin Immunoprecipitation) 

pourrait aussi être envisagée. 

 

 

 

II. Le rôle de MtEFD dans le développement nodulaire 

passe-t-il par un contrôle des cytokinines via MtRR4 ? 

1. Modèle d’action de MtEFD dans la différenciation nodulaire à 

travers MtRR4 

MtEFD régule positivement MtRR4 qui est un gène de réponse primaire aux CK et un 

régulateur négatif de la voie des CK (To et al., 2004; Gonzalez-Rizzo et al., 2006b; Vernie et 
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Figure 51 : Modèle représentant le mécanisme d’action de MtEFD et des cytokinines dans la différenciation 
nodulaire. 
 
Dans ce modèle, les CK jouent un rôle positif dans la division cellulaire et négatif dans la différenciation 
cellulaire. Il serait donc nécessaire de diminuer le pool ou l’activité des CK dans la zone II. Ceci passerait par 
l’action des CKX, fortement exprimées dans cette zone ,et de MtEFD qui régule positivement MtRR4. 
 
D’après Lohar et al., 2004 ; Vernié et al., 2008 ; Moreau et al., 2011 ; Plet et al., 2011 ; Roux et al., submitted 
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al., 2008). Un modèle a été proposé concernant le mécanisme d’action de MtEFD dans le 

développement nodulaire via un contrôle des CK (Figure 51). Ce modèle suggère que, dans 

les nodosités, MtEFD diminue l’activité des CK, par l’intermédiaire de MtRR4, afin de 

permettre la différenciation, sous-entendant que les CK ont un effet inhibiteur sur la 

différenciation nodulaire. Des données plus récentes sont cohérentes avec ce modèle. En effet, 

MtCRE1, un récepteur majeur des CK, et les RR-B, régulateurs positifs de la voie des CK, 

sont principalement exprimés dans la zone I (Lohar et al., 2004b; Plet et al., 2011). En 

revanche, les transcrits RR-A, régulateurs négatifs de la voie des CK, sont localisés dans la 

zone I et II (Plet et al., 2011). De plus, il a aussi été montré que plusieurs CKX sont 

principalement exprimées en zone II (Moreau et al., 2011a). Donc, à l’inverse des racines, les 

CK agiraient positivement sur la division cellulaire et négativement sur la différenciation 

cellulaire dans les nodosités. On peut supposer que si MtRR4 est une cible majeure de 

MtEFD, il devrait être possible de complémenter au moins partiellement la mutation efd-1 en 

exprimant MtRR4. 

 

 

2. MtRR4 est-il capable de complémenter la mutation efd-1 ? 

L’expression de MtRR4, sous le contrôle du promoteur MtEFD, dans un mutant efd-1, ne 

restaure pas le phénotype de différenciation nodulaire (voir chapitre II). Ceci ne signifie pas 

pour autant que MtRR4 n’est pas nécessaire aux processus de différenciation mais que MtRR4 

n’est pas suffisant à lui seul pour permettre la différenciation nodulaire. Il est donc possible 

que MtRR4 joue un rôle dans la différenciation mais que ce processus nécessite la coopération 

de plusieurs gènes. En tenant compte des nouvelles données transcriptomiques (Nimblegen), 

il semble évident que MtRR4 n’est pas le seul gène potentiellement impliqué dans un 

processus de différenciation nodulaire. L’hypothèse selon laquelle l’action de MtEFD dans la 

différenciation passerait principalement par les CK est donc certainement trop restrictive.  

 

 

 

III. Quel rôle joue MtEFD dans le développement racinaire ? 

MtEFD n’est pas un gène spécifiquement exprimé dans les nodosités. En effet, MtEFD est 

aussi détecté au niveau des primordia et des pointes racinaires (Vernie et al., 2008). L’impact 
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Figure 52 : Modèle représentant le mécanisme d’action de MtEFD à travers MtRR4 au cours de la 
formation des racines latérales et des nodosités. 
 
D’après Vernié et al., 2008 
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de MtEFD sur le développement racinaire a donc aussi été étudié pendant ma thèse (voir 

chapitre II).  

 

1. Quel est l’impact de MtEFD dans le développement des racines 

latérales ? 

Les plantes mutantes efd-1 montrent une réduction du nombre de RL par rapport aux plantes 

SWT. Des analyses de co-ségrégation ont permis de montrer que le phénotype observé est 

corrélé à l’absence d’expression du gène MtEFD. MtEFD a donc un impact positif sur la 

formation des RL. De plus, l’analyse des plantes pMtEFD::GUS a permis de montrer que 

MtEFD est exprimé dès les premières divisions des cellules du péricycle à l’initiation des RL, 

suggérant que MtEFD jouerait un rôle très précoce dans la formation des RL. Or, différents 

travaux montrent qu’il est nécessaire d’inhiber l’action des CK durant les premières étapes de 

la formation des RL (Lohar et al., 2004b; Laplaze et al., 2007). Très récemment, il a été 

montré que le gène AHP6 (Arabidopsis His-containing phosphotransfer protein 6) 

d’Arabidopsis, codant pour un inhibiteur putatif des CK, est exprimé à la fois dans les 

primordia de RL et dans les nodosités chez M. truncatula (Moreira et al., 2013). Il est donc 

possible que MtEFD via MtRR4 participe à la répression des CK au cours des premières 

étapes de l’initiation des RL (Figure 52).  

MtRR4 n’est pas retrouvé parmi les gènes différentiellement exprimés dans des racines non 

inoculées efd-1 en comparaison à SWT. Cependant, le transcriptome, qui a été réalisé sur des 

racines entières, n’est pas l’outil adapté pour identifier des gènes régulés par MtEFD lors de 

l’initiation de RL. Par contre, pour confirmer si le mécanisme d’action de MtEFD, dans 

l’initiation des RL, passe par MtRR4, il serait intéressant d’analyser l’expression de MtRR4 et 

de voir s’il y a une co-localisation entre MtEFD et MtRR4. Une analyse fonctionnelle de 

MtRR4 par RNAi, ou un mutant rr4, aiderait aussi à comprendre si MtRR4 joue un rôle dans 

le développement racinaire (et nodulaire). Cependant, MtRR4 appartient à une large famille 

multigénique et l’observation d’un effet d’une diminution ou absence d’expression de MtRR4 

pourrait être contré par une redondance fonctionnelle avec d’autres RR-A.  
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2. Quel rôle joue MtEFD dans une racine ? 

Les plantes traitées à l’EdU (5’-ethynyl-2’-deoxyuridine, marqueur de la réplication de 

l’ADN) montrent que, chez efd-1, il y a une baisse de l’activité de la synthèse d’ADN. 

Cependant, même si moins de cellules se répliquent chez efd-1, la proportion de cellules à 

différents niveaux de ploïdie reste inchangée. Cela n’est pas forcément étonnant quand on sait 

que l’impact de MtEFD, dans l’endoréduplication des cellules de la nodosité, n’est observé 

qu’à partir d’un stade 32C et que l’endoréduplication des cellules racinaires ne va pas au-delà 

de 8C. La diminution du nombre de cellules incorporant l’ADN pourrait suggérer une 

réduction de la prolifération cellulaire. Bien qu’une diminution de la taille de la racine 

primaire chez efd-1 ait été aussi observée dans certaines expériences (stage de M2R), 

l’absence de reproductibilité ne nous a pas permis de conclure à un effet de MtEFD sur la 

taille de la racine primaire. Cependant, ce manque de reproductibilité pourrait être du au fait 

que : (i) la diminution de cellules incorporant l’ADN n’a peut-être pas un effet drastique sur la 

croissance racinaire d’un point de vue macroscopique et (ii) l’observation de la diminution de 

cellules non marquées à l’EdU n’est pas suffisamment tranchée (retrouvée aussi chez les 

plantes sauvages dans 36,4%) pour permettre d’observer un phénotype reproductible sur la 

croissance racinaire entre les plantes sauvages et mutantes efd-1.  

Nos analyses transcriptomiques sur racines entières non inoculées ont révélé que l’expression 

de 9 gènes codant pour des cytochromes c oxidase et 10 codant pour des protéines 

ribosomales est réduite chez efd-1. Chez Arabidopsis, il existe des éléments de régulation 

dans les promoteurs de gènes codant pour des protéines ribosomales qui sont aussi retrouvés 

dans les promoteurs de gènes codant pour des cytochromes c oxidases et des protéines du 

cycle cellulaire (Kosugi et al., 1995; Trémousaygue et al., 2003; Welchen & Gonzalez, 2005). 

Or, l’accumulation d’ARNm codant pour des protéines ribosomales est associée aux 

événements précoces du développement des primordium de RL chez Arabidopsis et pourrait 

servir à augmenter le niveau de protéines ribosomales pour les phases rapides de croissance 

(Williams & Sussex, 1995). De plus, un mutant d’insertion homologue à la protéine 

ribosomale cytoplasmique 13S chez A. thaliana provoque un phénotype pléiotrope, dont 

l’inhibition de la croissance racinaire (Ito et al., 2000). Ainsi, un défaut dans l’expression de 

gènes codant pour la machinerie de transduction peut avoir une conséquence néfaste sur le 

développement de la plante, et notamment sur les processus de divisions cellulaires (Weijers 

et al., 2001). La dérégulation de l’expression des gènes codant pour des cytochrome c oxidase 

et des protéines ribosomales, observée à partir de nos données transcriptomiques, pourrait 
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donc être corrélée à la diminution de la synthèse d’ADN, observée dans les pointes racines 

chez efd-1. 

Cependant, ces effets pourraient être des conséquences indirectes de l’absence de MtEFD, 

sachant que MtEFD est associée aux zones de différenciation cellulaire dans la racine. En 

effet, MtEFD semble exprimé au niveau de la zone de transition, un peu avant l’apparition des 

vaisseaux, et sous la zone méristématique, pouvant correspondre à la zone de différenciation 

des cellules en cellules de la coiffe. L’utilisation d’une technique plus fine pour définir la 

localisation de MtEFD dans les pointes racinaires aiderait à mieux comprendre le rôle de 

MtEFD. Par exemple, on pourrait utiliser une construction contenant une protéine 

fluorescente (par exemple GFP) fusionnée à une séquence d’adressage au noyau NLS (afin de 

concentrer le signal), sous le contrôle du promoteur MtEFD. En plus, une approche 

transcriptomique réalisée sur les extrémités racinaires pourrait peut-être faciliter la détection 

des gènes régulés par MtEFD. 

 

 

 

IV. Quel est l’impact de MtEFD et des cytokinines dans le 

développement de la maladie causée par Ralstonia 

solanacearum ? 

Dans le laboratoire voisin au LIPM, le pathosystème M. truncatula - R. solanacearum a été 

mis en place (Vailleau et al., 2007) et son étude a révélé plusieurs étapes durant l’infection 

(Figure 43A) (voir chapitre I, VI.2.b) (Turner et al., 2009). Des analyses par Q-RT-PCR ont 

révélé l’induction de MtEFD par R. solanacearum (Vernié, 2008). Au sein de l’équipe, j’ai 

participé au projet consistant à étudier le rôle de MtEFD au cours de l’interaction entre M. 

truncatula et R. solanacearum (voir chapitre III).  
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Figure 53 : Modèle d’action de MtEFD au cours du développement de la maladie.  
 
Les doubles flèches en bleues resituent l’expression de pMtEFD::GUS avant inoculation. 
 
D’après Turner et al., 2009 ; chapitre III 
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1. Quel est l’impact de MtEFD sur le développement de la 

maladie ? 

MtEFD est fortement induit 72 hai par la souche virulente GMI1000 de R. solanacearum chez 

les plantes sensibles A17 et résistantes F83005.5. Le fait que MtEFD soit induit de façon 

similaire chez A17 et F83005.5 signifie que MtEFD ne participe pas au déterminisme 

génétique de la résistance.  

Suite à l’inoculation avec la souche GMI1000, les plantes efd-1 montrent un retard des 

symptômes et une diminution de la concentration bactérienne par rapport aux plantes 

sauvages. MtEFD joue donc un rôle positif durant le développement de la maladie. 

 

 

2. A quelle étape du développement de la maladie MtEFD 

intervient-il ? 

Après inoculation avec GMI1000, aucune différence dans les symptômes racinaires n’est 

détectée entre les plantes sauvages et efd-1, suggérant que MtEFD n’intervient pas durant la 

première étape de l’infection (Figure 53). Ceci est cohérent avec le fait que les symptômes 

racinaires sont détectés dès 18 hai (Turner et al., 2009) tandis que MtEFD est induit 72 hai. 

Par contre, chez les plantes efd-1, on observe une diminution du nombre de bactéries et, 

inversement, chez les plantes surexprimant MtEFD (promoteur 35S), il y a une augmentation 

de la colonisation. MtEFD pourrait donc jouer un rôle dans la colonisation des tissus 

conducteurs (Figure 53).  

La principale différence entre A17 et F83005.5 réside dans la colonisation bactérienne des 

tissus conducteurs menant à la mort de la plante hôte. Chez F83005.5, une lignification 

précoce des tissus pourrait empêcher la colonisation des tissus conducteurs par les bactéries 

(Turner et al., 2009). Il serait donc intéressant de voir par des colorations au phloroglucinol 

s’il y a une différence de lignification entre A17 et efd-1, et F83005.5 et efd-1. S’il y a une 

différence, on s’attendrait à ce que, chez efd-1, la lignification soit accélérée par rapport à 

A17, mais plus tardive qu’avec F83005.5. Cette hypothèse serait cohérente avec l’expression 

initiale de MtEFD dans la racine, c’est-à-dire au niveau de la zone de transition (apparition 

des vaisseaux). L’utilisation d’une souche de R. solanacearum exprimant une protéine 

fluorescente pourrait nous permettre de mieux visualiser la progression de la bactérie et de 
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compléter cette analyse phénotypique. Suite à l’inoculation, l’augmentation de l’expression de 

MtEFD est corrélée avec une zone d’expression plus étendue dans la racine. Cela n’exclue 

pas la possibilité d’une induction très localisée de MtEFD, (au niveau de la zone d’expression 

d’origine), mais non détectable avec les méthodes employées jusqu’à présent. Une analyse 

transcriptomique des racines efd-1 versus A17, à différents temps après inoculation et dans 

différentes régions racinaires, nous permettrait d’avoir une approche globale sur l’expression 

des gènes différentiellement exprimés et, potentiellement, de connaître les gènes régulés par 

MtEFD au cours du développement de la maladie.  

 

 

3. Quels sont les éléments inducteurs de MtEFD ? 

Chez Ralstonia, HrpG est un régulateur central contrôlant l’expression de plusieurs gènes 

impliqués dans la virulence, dont hrpB qui régule la machinerie du SST3 (voir chapitre I, 

VI.2.b). Le SST3 permet la sécrétion et la translocation de molécules dites ET3 dans la cellule 

hôte. Il a été montré que certains ET3, tels que AvrA (avirulence gene A) et Gala7 (GAxALA 

7), sont importants tout au long des différentes étapes de l’infection par Ralstonia (Turner et 

al., 2009). L’induction de MtEFD est dépendante de HrpB. Cependant, les mutants bactériens 

hrpG et hrpB sont incapables d’induire des symptômes racinaires chez Medicago (Vailleau et 

al., 2007). L’absence d’induction de MtEFD, suite à l’inoculation par la souche mutante 

hrpB, pourrait donc être très indirecte et serait uniquement due au fait qu’il n’y ait pas de 

maladie. Cependant, il se pourrait également qu’un ou plusieurs ET3 régule plus ou moins 

directement l’expression de MtEFD au cours d’une des étapes de l’infection. Il serait alors 

intéressant de savoir quels ET3 sont importants pour l’induction de MtEFD. Pour cela, il 

faudrait tester des mutants bactériens défectueux dans la production d’un ET3 (Poueymiro & 

Genin, 2009) et voir s’il y a toujours induction de l’expression de MtEFD. 

De façon intéressante, dans un mutant cre1, on n’observe plus l’induction de MtEFD, 

signifiant que celle-ci est dépendante de CRE1. De plus, chez A17, l’expression  d’un nombre 

important de gènes impliqués dans le métabolisme ou la voie de signalisation des CK est 

modifiée 12 et 72 hai avec GMI1000. Les CK pourraient donc jouer un rôle dans le 

développement de la maladie. 
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Figure 54 : Hypothèses concernant le mode d’action de MtEFD au cours du développement de la maladie. 
 
A. Hypothèse 1. Ralstonia solanacearum induit un burst de CK, potentiellement impliqué dans le développement 
de la maladie, et MtEFD, via MtCRE1, jouant un rôle positif dans le développement de la maladie. 
B. Hypothèse 2. Le rôle positif de MtEFD dans le développement de la maladie serait dû au phénotype racinaire. 
 
D’après chapitres II et III. 
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4. Quel est l’impact des cytokinines sur le développement de la 

maladie ? 

Afin de vérifier si les CK étaient aussi impliquées dans le développement de la maladie, nous 

avons suivi l’apparition des symptômes chez des plantes mutantes cre1. On retrouve un 

phénotype similaire à efd-1. Les CK jouent donc un rôle positif dans la maladie (Figure 54A). 

En parallèle, chez les plantes sauvages, on observe un « burst » de CK dès 12 hai. Cependant, 

nous n’avons pas d’information concernant le rôle de ces gènes induits ou réprimés au cours 

de la maladie. On ne sait pas non plus comment ces gènes (au moins ceux dont l’expression 

est perturbée à 72 hai) sont régulés dans un contexte mutant efd-1. Il serait intéressant de voir 

comment évolue l’expression de ces gènes chez efd-1 par une analyse transcriptomique. On 

peut aussi se demander si le rôle positif des CK dans le développement de la maladie passe 

par MtEFD et ce burst de CK, ou uniquement par MtEFD (Figure 54A). Pour comprendre 

l’importance de MtEFD dans le mécanisme d’action des CK, on pourrait voir si MtEFD, sous 

le contrôle du promoteur 35S, est capable de complémenter la mutation cre1 pour la maladie. 

Nous pouvons émettre plusieurs hypothèses concernant le rôle des CK dans l’interaction M. 

truncatula-R. solanacearum. Dans les premiers jours de l’infection, R. solanacearum se 

comporte comme un pathogène biotrophe. Or, plusieurs études ont montré l’implication des 

CK dans le développement de la maladie causée par certains pathogènes biotrophes (voir 

chapitre I, V.6). Par exemple, il a été montré qu’une attaque par des champigons biotrophes 

provoque, chez la plante, une réduction de la photosynthèse, une mobilisation des nutriments 

au site d’infection et la formation d’îlot vert (« green island ») (Walters & McRoberts, 2006). 

Les CK, ayant la capacité à mobiliser les nutriments, à retarder la sénescence et à induire des 

invertases (permettant l’hydrolyse du saccharose), seraient impliquées dans ces phénomènes 

(Ehness & Roitsch, 1997; Roitsch et al., 2003). Au cours de l’interaction avec M. truncatula, 

Ralstonia pourrait favoriser la production de CK par la plante afin de remobiliser les 

nutriments au site d’infection. A partir des données transcriptomiques chez A17, on observe 

aussi, après inoculation avec Ralstonia, une induction de la GH3 (marqueur auxinique), ainsi 

qu’une modification de l’expression des transporteurs d’auxines. On peut supposer que les 

auxines participent aussi au développement de la maladie. Or, les CK et les auxines jouent un 

rôle positif dans la différenciation des faisceaux vasculaires (Aloni et al., 2006). On pourrait 

alors supposer que, d’une certaine manière, ces deux hormones favorisent la pénétration des 

bactéries en augmentant les points d’entrées dans les tissus conducteurs par exemple. Il a 

aussi été montré que les CK peuvent jouer un rôle dans le système immunitaire de la plante 
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(voir chapitre I.V.6 et (Choi et al., 2010; Choi et al., 2011). Ainsi, on peut imaginer que 

Ralstonia détourne les défenses de la plante hôte à son avantage via une modulation des gènes 

de biosynthèse ou de signalisation des CK. 

R. solanacearum serait capable de produire des CK puisqu’elle possède un gène codant pour 

une enzyme de biosynthèse des CK, tzs (Akiyoshi et al., 1987; Genin & Boucher, 2002). Il est 

possible que les CK jouent un rôle dans la virulence de Ralstonia. Il a été montré que les 

récepteurs AHK3 et AHK4, chez A. thaliana, sont capables de reconnaître les CK produites 

par le pathogène Rhodococcus fascians, et sont essentiels pour le développement des 

symptômes (Pertry et al., 2009). Récemment, nous avons donc testé l’impact d’une souche tzs 

de R. solanacearum dans le développement de la maladie (données non montrées). 

L’apparition et le degré des symptômes sont similaires à ceux des plantes inoculées avec la 

souche virulente GMI1000. Donc, les CK produites par Ralstonia ne semblent pas impliquées 

dans le développement des symptômes. Cependant, bien que la souche tzs soit mutée dans un 

gène de biosynthèse des CK, il serait nécessaire de confirmer que la souche mutante tzs est 

bien incapable de synthétiser des CK, par exemple en mesurant la concentration de CK 

produites. 

Les CK jouent donc un rôle dans le développement de la maladie, au moins via leur action sur 

la régulation de l’expression de MtEFD. Cependant, l’induction de MtEFD par les CK est 

indirecte puisque MtEFD n’est pas un gène de réponse primaire aux CK (Vernie et al., 2008; 

Vernié, 2008; Ariel et al., 2012). Connaître plus exactement le rôle des CK au cours du 

développement de la maladie est une question à laquelle il est difficile de répondre. On 

pourrait moduler l’expression des CK et observer le développement des symptômes. 

Cependant, en tenant compte de la complexité de la voie de signalisation des CK et de tous les 

rétrocontrôles, il peut être difficile de conclure aisément à un effet de la modulation des CK 

sur le développement de la maladie. 
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V. MtEFD, un régulateur transcriptionnel impliqué dans le 

développement nodulaire et racinaire et dans les 

interactions plantes-pathogènes, quelles 

interconnexions ? 

1. Comment MtEFD peut-il être impliqué à la fois dans le 

développement nodulaire et racinaire ? 

Il est assez intriguant de constater que l’expression de MtEFD est associée aux divisions 

cellulaires lors de la formation des organes racinaires et nodulaires, puis qu’elle est par la 

suite associée aux zones de différenciations cellulaires dans les racines et nodosités matures 

(voir chapitre II). On peut supposer que, selon le stade de développement de l’organe, MtEFD 

joue un rôle différent.  

Dans un mutant efd-1, on observe une diminution du nombre de RL, et dans un contexte 

symbiotique, une augmentation du nombre de nodosités. MtEFD joue donc un rôle positif 

dans la formation des RL et négatif dans la formation des primordium nodulaires. De plus, le 

défaut de régulation du nombre de nodosités chez le mutant n’est pas lié à l’absence de 

fixation azotée des nodosités efd-1, puisque l’écart dans le nombre de nodosités entre les 

plantes sauvages et efd-1 est observée dès 5 jours après inoculation (Vernié, 2008). Or les CK 

sont connues pour leur impact négatif sur l’initiation des RL et positif sur l’initiation des 

nodosités (Gonzalez-Rizzo et al., 2006b; Tirichine et al., 2007; Plet et al., 2011). Ainsi, un 

modèle avait été proposé et suggère que, via MtRR4, MtEFD régule à la fois la formation des 

RL et des nodosités (Figure 52). De plus, depuis la découverte de l’implication des CK lors 

de la régulation de l’AON, il a été proposé que MtEFD participerait au rétrocontrôle négatif 

de la formation des nodosités (Figure 34B) (Saur et al., 2011). Or, chez les mutants de 

l’AON, tels que sunn chez M. truncatula et son homologue chez L. japonicus, har1, on 

observe à la fois un phénotype d’hypernodulation et une réduction de la taille des racines 

(Wopereis et al., 2000; Schnabel et al., 2005). Même si les phénotypes ne sont pas similaires, 

on peut supposer que, à travers un contrôle des CK, MtEFD ainsi que SUNN, participent à la 

fois à la formation des primordium nodulaires et à l’architecture racinaire. Si l’action de 

MtEFD passe par un contrôle des CK, il n’est pas étonnant d’observer plusieurs effets 
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développementaux en l’absence du gène étant donné que les mutants hormonaux sont très 

souvent pléiotropiques.  

Au sein de la nodosité, MtEFD impacte sur la différenciation des cellules. Etant donné son 

expression, on peut alors se demander s’il joue un rôle similaire dans les racines. Le modèle 

de départ, représenté dans la Figure 51, propose qu’à travers les CK, MtEFD régule la 

différenciation. Cette hypothèse a déjà été abordée précédemment (voir II.1). Bien que nous 

ne connaissions pas le rôle réel des CK dans la différenciation nodulaire, il en est tout 

autrement au niveau des racines. En effet, plusieurs données montrent que les CK agissent 

dans la zone de transition et favorise la différenciation des cellules (voir chapitre I, III.2.c.ii) 

(Dello Ioio et al., 2007; Dello Ioio et al., 2008a; Dello Ioio et al., 2008b). Très récemment, il 

a même été montré que les CK via ARR2 régulent directement l’expression de CCS52A1 et 

favorisent ainsi l’endoréduplication des cellules (Takahashi et al., 2013). Notre hypothèse 

sous-entend donc que les CK auraient une action opposée dans le processus de différenciation 

nodulaire et racinaire. Or, même si plusieurs données suggèrent qu’il pourrait exister un 

gradient décroissant du pool de CK du méristème à la zone d’infection nodulaire (Vernie et 

al., 2008; Plet et al., 2011), d’autres données supposent que les nodosités auraient évolué à 

partir des racines et donc auraient potentiellement conservé un même mécanisme de 

fonctionnement (Desbrosses & Stougaard, 2011). Par exemple, plusieurs gènes du méristème 

apical racinaire sont aussi retrouvés dans le méristème nodulaire (Osipova et al., 2012; 

Limpens et al., 2013). Ces données reflètent la complexité du système biologique, et il est très 

difficile d’émettre des hypothèses quant aux rôles des CK dans la différenciation nodulaire, et 

donc indirectement de l’action de MtEFD. De plus, nous n’avons pas observé d’altération, 

chez efd-1, dans la différenciation au niveau des cellules racinaires. Ceci signifie que soit 

MtEFD n’a pas d’impact sur ce processus, soit que nous n’avons pas pu les détecter. Donc, 

bien que le modèle d’action de MtEFD à travers MtRR4 puisse s’appliquer pour la formation 

des primordia nodulaires et racinaires, cela s’avère bien plus complexe pour expliquer le 

mécanisme d’action de MtEFD au niveau des racines et nodosités matures. 

De manière intéressante, chez M. truncatula, les plantes RNAi-CDC16 ont un phénotype 

assez similaire à celui d’efd-1 (Kuppusamy et al., 2009). En effet, ces plantes montrent une 

réduction du nombre de RL, une diminution de la taille de la racine, une augmentation du 

nombre de nodosités et une zone II plus étendue. Le gène CDC16 code pour un composant du 

complexe APC. De plus, il a été montré que CCS52A joue un rôle à la fois dans le 

développement racinaire chez A. thaliana (Vanstraelen et al., 2009) et dans le développement 
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Figure 55 : Schéma des interconnexions entre les cytokinines et MtEFD. 
 
A.  Interaction entre Sinorhizobium meliloti et Medicago truncatula. 
B. Interaction entre Ralstonia solanacearum et Medicago truncatula. 
(1) Induction par la bactérie des CK, à distance du site d’infection qui induisent MtRR4. (2) Dans un temps plus 
tardif, les CK induisent MtEFD. (3) MtEFD induit MtRR4, régulateur négatif des CK. Les flèches pleines 
indiquent les connexions démontrées, tandis que les flèches en pointillées sont des hypothèses. 
 
D’après chapitres II et III 
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nodulaire chez Medicago (Vinardell et al., 2003b). Or, précédemment, il a été suggéré que 

MtEFD a un impact (indirect) sur l’endoréduplication et donc pouvant potentiellement 

affecter des composants de l’APC. Le fait qu’on retrouve une altération dans la synthèse 

d’ADN, à la fois au niveau des racines et des nodosités, pourrait être lié à l’effet indirect de 

MtEFD sur des composants du cycle cellulaire dans les deux types d’organes. 

Cependant, même si MtEFD semble avoir une zone d’expression similaire entre nodosité et 

racine, MtEFD pourrait aussi jouer des rôles très différents. Ceci est renforcé par le fait que 

MtEFD régule des gènes dont l’expression est spécifique aux nodosités. Donc, la régulation 

des gènes par MtEFD serait dépendante de l’environnement. 

 

 

2. Existe-t-il une connexion entre le mode d’action de MtEFD au 

cours des interactions pathogènes et symbiotiques ? 

Nous avons proposé un modèle soulignant les similitudes, dans l’interconnexion MtEFD et 

CK, entre les interactions pathogène et symbiotique (voir chapitre III, figure 8). Que ce soit au 

cours de l’interaction avec S. meliloti ou R. solanacearum, on observe une induction des CK à 

distance du site d’infection (Figure 55A-B). En effet, il a été observé que l’expression 

d’ARR5, un marqueur des CK, ne co-localise pas avec celle de Ralstonia (données non 

montrées). MtRR4, cible primaire des CK est induit précocement durant une interaction 

symbiotique (Lohar et al., 2006) et 12 hai avec R. solanacearum, et cela de manière 

dépendante de MtCRE1 (Plet et al., 2011). En revanche, l’expression de MtEFD est plus 

tardive que celle de MtRR4. Dans un contexte pathogène, MtEFD est induit par les CK via 

MtCRE1. Il se pourrait que cela soit aussi le cas au cours de l’interaction symbiotique avec S. 

meliloti. De plus, MtEFD est capable d’induire MtRR4 de manière directe ou indirecte dans 

des jeunes nodosités (Vernie et al., 2008). Il est envisageable de supposer que MtEFD puisse 

aussi avoir pour cible MtRR4 dans un contexte pathogène (Figure 55B). 

De ce modèle découle un certain nombre de questions. Tout d’abord, est-ce qu’il existe des 

cis éléments requis à la fois pour l’induction de MtEFD par R. solanacearum et S. meliloti ? 

Pour répondre à cette question, on pourrait, par des expériences de délétion de promoteurs, 

regarder quelle zone du promoteur est nécessaire pour observer une expression de MtEFD 

suite à l’inoculation par Ralstonia ou S. meliloti. Ensuite, est-ce que, dans un contexte 

symbiotique, MtEFD est aussi induit par MtCRE1 ? Pour répondre à cette question, 
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l’expression de pMtEFD::GUS a été observée dans un mutant cre1 (données non montrées). 

Bien que dans un mutant cre1, aucune nodosité ne se forme, dans très peu de cas, il est 

possible d’observer des primordia nodulaires (Plet et al., 2011). Cependant, avec nos 

conditions de culture, aucun primordium nodulaire n’a pu être détecté, rendant impossible la 

détection de pMtEFD::GUS. Et enfin, est-ce que MtEFD régule aussi l’expression de MtRR4 

au cours de l’interaction avec R. solanacearum ? Il est très difficile, voire impossible, de 

répondre à cette question, car au-delà de 72 hai, les cellules de la racine sont totalement 

nécrosées. Il serait aussi intéressant de pouvoir comparer des transcriptomes entre des 

nodosités mutantes efd-1 et des racines efd-1 inoculées avec Ralstonia. Cependant, comme dit 

précédemment, le rôle de MtEFD ne peut être restreint à sa seule action sur les CK.  

 

 

3. Est-ce que le développement de la maladie chez Ralstonia peut 

s’expliquer par le phénotype racinaire du mutant efd-1 ? 

Chez Medicago, il a été montré que le gène symbiotique NFP est aussi induit au cours d’une 

interaction pathogène (Rey et al., 2013). NFP pourrait jouer un rôle dans la résistance à 

Aphanomyces euteiches et Colletotrichum trifolii, en impactant sur des processus cellulaires 

de la racine, tels que le renforcement pariétal et la réplication de l’ADN. Or, dans un mutant 

efd-1, en condition de non inoculation, certains processus, tels que la synthèse d’ADN et le 

nombre de RL, sont déjà impactés. On peut alors se demander si ce phénotype racinaire est à 

la base des différences observées, après inoculation avec Ralstonia, entre les plantes sauvages 

et efd-1 (Figure 54B). Par exemple, est-ce que la diminution du nombre de RL entraîne un 

nombre réduit de points d’entrée pour Ralstonia ? Chez M. truncatula, Ralstonia ne pénètre 

que les 2-3 premiers millimètres des racines primaires (Turner et al., 2009). Donc l’altération 

du nombre de RL chez efd-1 ne devrait pas avoir de conséquence sur le développement de la 

maladie. Par contre, il est peut-être possible que l’altération de la réplication observée dans les 

racines efd-1 puisse être en partie responsable du phénotype maladie. 

MtEFD joue donc de multiples rôles chez la plante, que ce soit au cours de l’organogenèse 

nodulaire et racinaire ou que ce soit durant les interactions plantes-microorganismes. De plus, 

MtEFD pourrait aussi être induit en réponse à un stress salin (Li et al., 2009). MtEFD pourrait 

réguler à la fois des gènes spécifiques (nodosité) ou communs (MtRR4 ?) en réponse à ces 

diverses stress environnementaux. 
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VI. MtEFD2, un nouveau régulateur du développement 

nodulaire et racinaire ? 

Récemment, nous avons découvert un gène homologue à MtEFD, que nous avons appelé 

MtEFD2 (chapitre II). MtEFD2 est exprimé à la fois dans les méristèmes nodulaires et 

racinaires. Le profil d’expression étant différent de celui de MtEFD, les deux protéines 

devraient avoir des fonctions non redondantes au sein des deux organes. Cependant, MtEFD2, 

exprimé sous le contrôle du promoteur de MtEFD, est capable de complémenter la mutation 

efd-1 et donc de mimer MtEFD. Lorsque l’on compare les séquences en acides aminés, on 

constate que les deux protéines ont une forte similarité de séquence et que le domaine de 

liaison à l’ADN est entièrement conservé, excepté pour 3 acides aminés. MtEFD2 doit donc 

pouvoir se lier aux mêmes éléments cis que MtEFD. Afin de vérifier cette hypothèse, on 

utilisera la technique PBM avec MtEFD2. Cependant, la complémentation de la mutation efd-

1 est moins efficace avec MtEFD2 qu’avec MtEFD, suggérant que des domaines, autre que 

celui de la liaison à l’ADN, sont importants. Il serait intéressant de caractériser ces domaines.  

Le fait que MtEFD2 soit aussi exprimé dans la zone IId (21,6%) (Roux et al., 2014) et qu’il 

soit capable de complémenter la mutation efd-1 peut remettre en question le phénotype du 

mutant efd-1. On pourrait supposer que la mutation efd-1 est partiellement complémentée par 

MtEFD2, et que sans cela, le phénotype efd-1 serait plus sévère.  

Mais quel est le rôle de MtEFD2 ? Pour répondre à cette question, des plantes RNAi-MtEFD2 

sont en cours d’observation dans un fond sauvage et mutant efd-1. De plus, un mutant 

d’insertion dans le gène MtEFD2 existe chez les plantes R108. L’étude de ces lignées 

mutantes, en plus du RNAi, nous aiderait à comprendre la fonction de ce gène. Cependant, vu 

l’expression de MtEFD2, il est probable que le gène joue un rôle dans la division cellulaire, 

ou encore dans la maintenance du méristème. Il pourrait être tentant d’effectuer un parallèle 

entre le couple MtEFD/MtEFD2 et le couple CCS52A/CCS52B (Vinardell et al., 2003b). En 

effet, alors que CCS52A et MtEFD, tous deux requis pour la différenciation cellulaire, sont 

exprimés dans la zone II, MtEFD2 et CCS52B sont fortement exprimés dans la zone I. Et, à 

l’inverse de CCS52B et MtEFD2, CCS52A et MtEFD sont plus fortement exprimés dans les 

nodosités que les racines ((Roux et al., 2014) ; chapitre II). De même, chez A. thaliana, en 

corrélation avec leur expression, CCS52A1 et CSS52A2 jouent respectivement un rôle dans la 

différenciation cellulaire et dans le maintien du méristème apicale racinaire (Vanstraelen et 

al., 2009). De plus, CCS52A1, sous le contrôle du promoteur ccs52A2, est capable de 
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complémenter la mutation ccs52A2. Tout comme MtEFD et MtEFD2, ces données suggèrent 

que la diversité fonctionnelle observée entre les deux protéines doit principalement dépendre 

des différences d’activités du promoteur. 

De plus, nous avons aussi découvert deux orthologues de MtEFD et MtEFD2, LjChr1t2968 

chez Lotus japonicus et AT5G25190 chez A. thaliana. Nous n’avons pas trouvé d’information 

concernant LjChr1t2968. Par contre, il a récemment été montré que le gène AT5G25190, qui 

fait partie du groupe Va de la famille des ERF (Nakano, T. et al., 2006), est induit à la fois par 

un stress salin et par l’éthylène (Zhang, L et al., 2011). Il a donc été renommé ESE3 pour 

ethylene- and salt-inducible ERF 3. En plus d’être induit par l’éthylène, ESE3 ne s’exprime 

plus dans un mutant de sensibilité à l’éthylène ein3. Donc, contrairement à EFD (Vernie et 

al., 2008), ESE3 est régulé par l’éthylène. ESE3 est retrouvé dans plusieurs analyses 

transcriptomiques en réponse à l’ABA et les auxines (Sánchez et al., 2004; Raghavan et al., 

2006; Huang et al., 2008), à un traitement au froid (Lee et al., 2005) et lors de la sénescence 

des feuilles (van der Graaff et al., 2006). Le gène ESE3 semble être un régulateur de réponse 

à divers stress abiotiques. D’après les données sur le Browser et sur Genevestigator, ESE3 

serait potentiellement exprimé dans la zone d’élongation de la racine mais à un faible niveau. 

Il serait intéressant de regarder, par une fusion promoteur GUS, l’expression de ce gène chez 

A. thaliana. Si ESE3 a réellement une expression dans les racines, ce serait très intéressant 

d’étudier s’il a aussi un impact dans le développement de la racine. Le système Arabidopsis, 

dont les outils et les connaissances sont plus développés sur l’architecture racinaire, pourrait 

être utilisé pour mieux comprendre le rôle de MtEFD ou MtEFD2. De même, il serait 

intéressant de regarder la localisation de l’orthologue chez L. japonicus à la fois au niveau des 

racines et des nodosités.  
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