|
International Jowrmal
of Biological and

Chemical Sciences

Available online at http://www.ifgdg.org

Int. J. Biol. Chem. Sci. 16(2): 695-712, April 2022

ISSN 1997-342X (Online), ISSN 1991-8631 (Print)

http://ajol.infolindex.php/ijbcs http://indexmedicus.afro.who.int

Les symbioses fixatrices d’azote: types et régulateurs transcriptionnels de
la nodulation

Issa DIEDHIOUY234* Abdala G. DIEDHIOUY?3# and Diaga DIOUF*3#

1Département de Biologie Végétale, Faculté des Sciences et Techniques, Université Cheikh Anta Diop, BP
5005, Dakar, Fann, Sénégal.
2Laboratoire Commun de Microbiologie (LCM, IRD/ISRA/UCAD), Bel-Air BP 1386, CP 18524, Dakar,
Sénégal.
3Laboratoire Mixte International Adaptation des Plantes et microorganismes associés aux Stress
Environnementaux, Centre de Recherche de Bel Air, Dakar, Sénégal.
“Centre d Excellence Africain en Agriculture pour la Sécurité Alimentaire et Nutritionnelle, Université Cheikh
Anta Diop, Dakar, Fann, Sénégal.
*Auteur correspondant ; E-mail: diedhiouissa@yahoo.fr ; Tel : +221 77 418 07 15

Received: 17-11-2021 Accepted: 15-04-2022 Published: 30-04-2022

RESUME

Les symbioses fixatrices d’azote sont des interactions a bénéfice réciproque entre certaines espéces
végétales (légumineuses et plantes actinorhiziennes principalement) et des microorganismes du sol (rhizobium
ou Frankia). Ces symbioses contribuent de fagcon considérable a la nutrition azotée de ces plantes et donc a leur
développement particulierement sur les sols pauvres en azote. L’établissement de ces symbioses démarre par un
dialogue moléculaire, puis par la formation de structures appelées nodules ou nodosités, siége des échanges
entre les deux partenaires (plante et bactérie). La formation et le développement de nodules requierent la
médiation de génes spécifiques parmi lesquels figurent les régulateurs transcriptionnels (facteurs de
transcription et microARN). Des facteurs de transcription dont CYCLOPS, NSP1 et NSP2, communs entre les
symbioses rhizobium/légumineuse et Frankia/plante actinorhizienne ont été caractérisés a différents stades du
développement du nodule. lls interagissent avec les protéines DELLA pour induire I’expression du géne NIN,
nécessaire a ’initiation de I’infection. Ces facteurs de transcription sont régulés par divers microARN. Cette
revue résume les types de symbioses fixatrices d’azote et les récentes avancées sur les régulateurs
transcriptionnels impliqués dans les étapes de pré-infection, d’infection et d’organogenése du nodule. Pour ce
faire, nous avons collecté et analysé des données pertinentes de la littérature sur des études moléculaires et
cellulaires des symbioses fixatrices d’azote.
© 2022 International Formulae Group. All rights reserved.
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Nitrogen-fixing symbioses: types and transcriptional regulators of nodulation

ABSTRACT

Nitrogen-fixing symbioses are mutualistic interactions between plant (mainly leguminous and
actinorhizal plants) and soil microorganisms (Rhizobium and Frankia). These interactions can potentially
reduce the use of chemical fertilizers in agriculture because they enable many plant species to survive in
different marginal lands and overcome the nitrogen deficiency. The establishment of those nitrogen-fixing
symbioses results in the formation of structures called nodular roots. The formation and development of the
nodules require the mediation of specific genes, including transcriptional regulators (transcription factors and
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microRNA). Transcription factors (TF) including CYCLOPS, NSP1 and NSP2 which are common between
actinorhizal and leguminous symbioses have been characterized at different stages of nodule development.
They interact with DELLA proteins to induce NIN transcription factor. These TF are regulated by several
microRNA. This review summarizes the types of nitrogen-fixing symbioses and recent advances in the
biological function of transcriptional regulators during the pre-infection, infection and organogenesis stages of
the nodule. To do so, we collected and analysed relevant literature data on molecular and cellular studies of

nitrogen fixing symbioses.

© 2022 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION

Les légumineuses et les plantes
actinorhiziennes établissent des symbioses
fixatrices d’azote avec respectivement des
bactéries du sol communément appelées
rhizobiums et des actinobactéries du genre
Frankia. L’établissement de la symbiose
aboutit a la formation d’un organe appelé
nodule ou nodosité, qui est le site de fixation
de l’azote atmosphérique par la bactérie
symbiote. Ces interactions permettent a ces
especes végetales de se développer sur des
sols pauvres en azote minéral.

A ce jour, il est établi que les nodosités
racinaires fixatrices d’azote sont limitées au
clade  FaFaCuRo  (Fabales, Fagales,
Cucurbitales et Rosales) (Werner et al., 2014 ;

Grangvist et al., 2015). Ces interactions
symbiotiques ont le potentiel de réduire
I’utilisation des engrais chimiques en

agriculture, et par conséquent présentent un
intérét économique, social et
environnemental. C’est ainsi que de
nombreuses études ont été réalisées pour
améliorer la compréhension des bases
moléculaires qui contrdlent les symbioses
fixatrices d’azote (Genre et Russo, 2016 ;
Hocher et al., 2019). Ces études ont permis la
découverte de signaux symbiotiques clés
appelés facteurs NOD (FN), produits par les
bactéries du genre rhizobium en réponse a la
sécrétion de flavonoides par les légumineuses
(Tohge et al., 2018). Ces facteurs NOD sont
de nature Lipo-ChitooligoSaccharide (LCO)
(Sergeevich et al., 2015). Il a également été
noté par Persson et al. (2015) que les LCO
sont aussi produits par les bactéries Frankia.
Récemment, Cissoko et al. (2018) ont
caractérisé deux facteurs de signalisation
responsables de la reconnaissance spécifique
entre Casuarina glauca et Frankia. Il s’agit
du facteur de déformation des poils
radiculaires (CgRHDF) et du facteur
d’activation du géne NIN (CgNINA). Le
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premier facteur est impliqué dans la
déformation  caractéristique  des  poils
absorbants des plantes de C. glauca infectées
par Frankia. Le second est capable d'induire
I'expression de CgNIN, un gene symbiotique
exprimé au cours des étapes de pré-infection.
Cependant, ces facteurs présentent des
différences structurelles par rapport aux
facteurs NOD rhizobiens et aux myc-LCO
mycorhiziens (Cissoko et al., 2018 ; Hocher et
al., 2019).

Le LCO est percu par un récepteur
codant une lysine (LysM) puis active une voie
de signalisation appelée Voie de Signalisation
Symbiotique Commune (VSSC). Cette voie
est conservée chez les  symbioses
actinorhiziennes, Iégumineuses, non
légumineuses et mycorhiziennes (Oldroyd,
2013 ; Barker et al., 2017 ; Hocher et al.,
2019). C’est en aval de VSSC que les facteurs
de transcription (FT) contrélent le signal de
nodulation (Cerri et al., 2017).

Chez les légumineuses, de nombreux
mutants ont été identifiés avec des phénotypes
correspondant a l’infection rhizobienne et a
I’organogenése nodulaire (Gaudioso-Pedraza
et al., 2016). L’analyse de ces mutants a
permis d’identifier de nombreux FT parmi
lesquels NIN, NSP1/2, NF-YA1/2 et ERN1/2
(Jin et al., 2016 ; Fonouni-Farde et al., 2016).
Ces FT agissent en aval ou en parallele avec la
protéine kinase calmoduline-calcium
(CCaMK). IIs régulent 1’expression de genes
marqueurs de la symbiose racinaire nodulaire
tel que ENOD11 (Early Nodulin 11) (Maillet
et al., 2011). Cependant, aucune étude n’a
encore démontré le role de ces FT pour la
symbiose non-légumineuse (Oldroyd, 2013).

Par ailleurs, malgré de nombreuses
études chez les plantes actinorhiziennes et
Parasponia, les voies de signalisation
transcriptionnelle dans ces symbioses ne sont
pas encore bien connues (Chabaud et al.,
2016 ; Hocher et al.,, 2019). Pourtant, la
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plupart des FT impliqués dans la symbiose
rhizobium/Iégumineuse sont présents chez les
especes actinorhiziennes (Diédhiou et al.,
2014 ; Hocher et al., 2019). A ce jour, seul le
géne NIN est fonctionnellement caractérisé
chez C. glauca (Clavijo et al., 2015).

Le développement des nodules
implique une dynamique coordonnée entre
I'infection rhizobienne et I'organogenése des
nodules. Cette dynamique est étroitement
régulée par un mécanisme complexe et
coordonné dans lequel divers FT sont ciblés
par de petits ARN ou micro ARN (miARN ou
miR) (Hoang et al., 2020 ; Roy et al., 2020 ;
Zanetti et al., 2020). Plusieurs études ont
utilisé des technologies de séquencage de
nouvelle génération (NGS, New Generation
Sequenging) chez  des  légumineuses,
notamment des légumineuses modeles, pour
obtenir des informations sur la régulation
spatio-temporelle des miARN et prédire leurs
ARNmM cibles. Des validations fonctionnelles
de couples cibles miARN-ARNm ont été
effectuées en utilisant une surexpression
ectopique de mIARN conduisant a la
diminution antagoniste de I'expression des FT
cibles (Hossain et al., 2019). La plupart des
FT agissant en aval de 1’oscillation calcique
comme NIN, NSP et NF-Y sont ciblés par des
miARN (Hossain et al., 2019). Etant un des
principaux régulateurs, les miARN et les FT
déterminent le nombre de nodules, Ila
morphologie et les aspects fonctionnels. Cette
revue présente les types et intéréts des
symbioses  fixatrices d’azote et les
mécanismes de régulation transcriptionnelle
qui modulent la formation du nodule au cours
des différents stades de 1’établissement de ces
symbioses.

SYMBIOSES FIXATRICES
TYPES ET INTERETS
L’azote constitue le deuxiéme élément
aprés 1’eau, limitant la croissance et le
développement des plantes. Ce qui est en
apparente contradiction avec les quantités
importantes d’azote présentes dans
I’atmosphére, les sédiments, les roches et sous
terre (Tremblin & Marouf, 2021). Les
processus de nitrification et de dénitrification
réalisés par les bactéries du sol consomment
continuellement une partie de cet azote
disponible et le transforment en diazote
gazeux (Recous et al., 2017). Pour la majorité
des végétaux, 1’azote atmosphérique (diazote

D’AZOTE :
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gazeux) est inaccessible sous sa forme
moléculaire. L’acquisition de 1’azote par les
végétaux se fait principalement selon deux
voies d’entrée : le sol a travers 1’assimilation
des formes minérales ou 1’atmosphére a
travers la fixation biologique de 1’azote
moléculaire (Tremblin & Marouf, 2021). La
fixation biologique de I’azote est la capacité a
réduire le diazote (N2) en forme utilisable
(majoritairement du NH4") par les organismes
vivants. Elle représente 50 % de la source
d’azote des systémes terrestres (Schimann,
2005). La capacité a fixer I’azote
atmosphérique est seulement limitée a
quelques espéces de procaryotes (Eubacteria
et Archaea). La réduction de I’azote est
catalysée par un complexe enzymatique
appelé nitrogénase (Nouwen et al., 2017).
Cette réduction a 1’état libre est peu efficace
alors que ’association symbiotique entre les
bactéries et certaines especes végétales permet
d’améliorer considérablement 1’efficacité des
plantes symbiotiques. On distingue plusieurs
types de symbioses fixatrices d’azote dont les
principales sont les symbioses nodulaires
(actinorhiziennes et Légumineuses) et les
symbioses avec les cyanobactéries.

Les symbioses avec les cyanobactéries
ne conduisent pas a la formation de nouveaux
organes  spécialisés mais  plutdt au
détournement d’organes existants : présence
d’une cavité chez Azolla abritant la bactérie
Anabaena, infection de glandes symbiotiques
par Nostoc chez Gunnera et racines
coralloides infectées par Nostoc chez le Cycas
(Gutiérrez-Garcia et al., 2019 ; Nelson et al.,
2019). Les symbioses nodulaires sont des
associations  trés  étroites  puisqu’elles
hébergent les bactéries a Dintérieur des
cellules racinaires et aboutissent a la
formation d’un nouvel organe végétal : le
nodule, au sein duquel ont lieu les échanges
entre les deux symbiontes.

La symbiose rhizobium/légumineuse
est une association entre les plantes de la
famille des Iégumineuses et des bactéries de
type rhizobium. Elle est de loin la plus étudiée
du fait de I’importance des légumineuses du
point de vue environnemental, nutritionnel et
économique. Effet, les lIégumineuses sont des
composantes  importantes  des  foréts,
notamment les foréts tropicales ou elles
contribuent de fagon significative a 1’équilibre
a l’azote, et par conséquence jouent un role
majeur dans la fonction et I’écologie de ces
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foréts (de Faria et al., 2010). Certaines
l[égumineuses sont utilisées ou ont des
utilisations potentielles pour la production de
bois de construction, de bois de chauffage, de
produits pharmacologiques, d'ornements et
d'autres usages bénéfiques (de Faria et al.,
2010). D’autres légumineuses (soja, lentilles,
pois, feves, haricots, niébé, arachides,
voandzou...) sont cultivées parce qu’elles
constituent une source de protéines essentielle
pour l'alimentation humaine et animale qui
peut corriger le déficit en protéines animales
difficilement accessibles pour une large
couche de populations. Elles contiennent entre
20 et 25 % de protéines soit deux et trois fois
plus que le blé et le riz respectivement (FAO,
2016). En plus des protéines, les légumineuses
ont une forte teneur en fibres, en minéraux
(fer, magnésium, potassium, phosphore, zinc),
en vitamines et une faible teneur en matiéres
grasses et en sodium (Hama-Ba et al., 2017 ;
Soumaré et al., 2020). La consommation des
[égumineuses contribue a réduire les risques a
certaines maladies dont 1’anémie, le cancer, le
diabéte et les maladies cardiaques car elles
sont digestes et font baisser le taux de
cholestérol (Rémond et Walrand, 2017).

Depuis 2016, la FAO promeut la
consommation de légumineuses dans un
régime alimentaire équilibré. Ce qui a
contribué a l’augmentation de la production
mondiale de légumineuses et favorisé
I’accroissement des volumes d’exportations et
importations. Ces flux commerciaux ont
permis de générer des revenus considérables
(FAO, 2016). Par ailleurs, I’exploitation du
potentiel de la fixation biologique de 1’azote
par les légumineuses  peut  réduire
considérablement I’utilisation d'engrais azotés
dans les systemes de production agricole et les
émissions des gaz a effet de serre surtout a
travers le piégeage du carbone et la réduction
du protoxyde d’azote (N.O) en azote
atmosphérique (Schneider et al., 2015;
Soumaré et al., 2021). Grace a la fixation
biologique de I’azote, I’intégration des
[égumineuses dans les systémes d’association
et de rotation de cultures permet également un
transfert d’azote (rhizodéposition, engrais
vert). Le transfert d’azote vers le sol améliore
significativement sa fertilité azotée, par
conséquent la croissance, le développement et
la productivité des plantes.

Les symbioses actinorhiziennes, par
contre, sont moins étudiées. Pourtant, elles
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présentent aussi une grande importance agro-
écologique. Les symbioses actinorhiziennes
sont des associations durables a bénéfice
réciprogue entre 260 espéces d’angiospermes
(plantes actinorhiziennes) et les bactéries du
sol du genre Frankia. Elles s’établissent en
situation de carence azotée et de
photosynthése active. Grace a leurs propriétés
remarquables, les plantes actinorhiziennes en
particulier les Casuarinaceae sont largement
utilisées en  agroforesterie, dans des
programmes de  reforestation et de
réhabilitation de sites dégradés ou pauvres
(Djighaly et al., 2020 ; Ngom et al., 2020).
Elles servent de brise-vents dans certaines
régions d’Afrique du Nord et du moyen orient
et en Chine (Diagne et al., 2013). Au Sénégal,
une muraille verte d’arbres de Casuarinacées a
été érigée entre Dakar et Saint-Louis pour
protéger la zone maraichére des Niayes de
I’avancée  des  dunes. Les  plantes
actinorhiziennes favorisent également les
processus pedogénétiques conduisant a la
formation d’un sol fertile (Djighaly et al.,
2018).

Une meilleure compréhension des
mécanismes moléculaires de mise en place de
ces symbioses permettrait une meilleure
exploitation de leur potentiel, notamment le
transfert de cette capacité a des
microorganismes non symbiotiques et plantes
incapables d’établir une relation symbiotique
avec une bactérie du sol (Soumaré et al.,
2020).

ETABLISSEMENT DES SYMBIOSES
FIXATRICES D’AZOTE

Sur la base d’analyses cytogénétiques,
la formation de nodules racinaires est
principalement divisée en trois étapes : la pré-
infection, I’infection et 1’organogenese (Roy
et al., 2020).

Pré-infection

La premicre étape vers 1’établissement
de la symbiose est la reconnaissance entre les
partenaires.

Pour la symbiose
rhizobium/légumineuse, les  flavonoides
induisent 1’expression des génes NOD

bactériens. Ces genes codent des protéines
impliquées dans la biosynthése des molécules
LCO. Ces dernieres agissent comme des
signaux  symbiotiques  bactériens.  De
nombreux aspects du dialogue moléculaire
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entre rhizobiums et légumineuses ont été
élucidés a partir de la synthese jusqu’a la
perception et la transduction des signaux
symbiotiques (Zipfel et Oldroyd, 2017 ; Kudla
et al., 2018). Les molécules LCO induisent de
nombreux événements cellulaires y compris
’oscillation calcique dans le cytoplasme qui
est une caractéristique commune des especes

nodulantes (Iégumineuses, plantes
actinorhiziennes, Parasponia) (Zipfel et
Oldroyd, 2017). Une protéine kinase
dépendante calmoduline-calcium
(CCaMK/DMI3) décode ces oscillations

calciques et phosphoryle CYCLOPS (Figure 1)
(Jin et al., 2016 ; Fonouni-Farde et al., 2016).
Ces événements moléculaires favorisent
I’expression de geénes symbiotiques et
I’activation de la nodulation (Singh et al.,
2014 ; Gaudioso-Pedraza et al., 2016). Parmi
ceux-ci, figure le géne NIN, nécessaire pour
initier I’infection bactérienne (Clavijo et al.,
2015; Gaudioso-Pedraza et al.,, 2016).
L’expression de NIN nécessite le complexe
SymRK/SIP1. Ce dernier se lie a la région
promotrice de NIN riche en AT. Il est
également impliqué dans la communication
initiale entre les rhizobiums et la racine
végétale (Gaudioso-Pedraza et al., 2016).
Cependant, le profil d’interaction entre
SymRK et SIP1 n’est pas bien connu méme si
SIP1 se lie au promoteur du gene NIN. La
suppression de I’expression de NIN par
I’approche ARN interférent (ARNi) empéche
la nodulation chez Lotus japonicus (Wang et
al., 2012). Chez cette derniére, NIN active
I’expression de NF-YAL et NF-YB1 au cours
des étapes précoces de la symbiose (Soyano et
al., 2013). Chez Medicago truncatula, NF-
YAl est induit six (06) heures apres
inoculation  par  Sinorhizobium  meliloti
(Laporte et al., 2014). De plus, les complexes
NF-YA1/NF-YA2 et NSP1/NSP2 semblent agir
ensemble pour contrbler 1’expression de la
noduline précoce ENOD11 par [’activation
transcriptionnelle directe du géne ERN1
(Laloum et al., 2014). En effet, ERN1 est
nécessaire pour activer 1’expression de
ENOD11 en présence de FN, exclusivement
au cours des étapes précoces de la pré-
infection (Cerri et al., 2017). Le gene NSP1
interagit directement avec le promoteur de
ENOD11 alors que NSP2 est lie a
CCamK/DMI3  (Vernié et al., 2015).
L’interaction entre le promoteur de ENOD11
et NSP1 est favorisée par I’application de FN
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et nécessite la présence de NSP2 (Hirsch et
al., 2009). L'expression dépendante de la
perception des FN a été décrite pour le
miR167 chez le mutant nfrl du soja, incapable
de percevoir les FN. L’étude a montré que la
régulation dirigée par le miR167 dépend du
récepteur des facteurs NOD (NFR1). Il agit en
amont des facteurs de transcription NIN et
NF-YAL1/2 et forme un complexe avec des
facteurs de réponse a l’auxine ARF8a et
ARF8b pour réguler la nodulation chez le soja
(Wang et al., 2015a). Il a été rapporté par
plusieurs auteurs que miR171 cible les FT de
la famille GRAS, dont NSP2 ; ce qui suggere
qu’il joue un réle dans la nodulation (De Luis
et al., 2012). De plus, des nodulines précoces
comme NIN et ENOD40 sont réprimées dans
les lignées sur-exprimant miR171 (Hossain et
al., 2019). Par ailleurs, NIN agit comme un
activateur transcriptionnel de miR172c alors
que NNC1 fonctionne comme un répresseur
transcriptionnel de miR172c formant ainsi un
circuit de rétroaction fermé entre NIN-
miR172c-NNC1 pour réguler la nodulation
chez le soja (Wang et al., 2019a, 2019b). Ce
microARN cible le facteur de transcription

AP2-2 répressif de NNC1 pour activer
ENOD40 (Wang et al., 2014 ; Tiwari et al.,
2021).

Concernant les symbioses

actinorhiziennes, le signal bactérien n’est pas
encore identifié. Ce qui rend encore difficile la
compréhension des événements moléculaires
favorisant 1’expression de génes symbiotiques
et ’activation de la nodulation. Récemment,
le séquencage de plusieurs génomes de
souches de Frankia a révélé 1’absence de
génes nod canoniques essentiels pour la
biosynthése des FN. De plus, les génes
symbiotiques tels que nif, hupl, hup2 et shc
ne sont pas organisés en ilot symbiotique. lls
ne sont pas non plus induits dans des
conditions symbiotiques (Nouioui et al., 2013
; Wall et al., 2013 ; Ghodhbane-Gtari et al.,
2013 ; Tisa et al., 2013, 2015). Ce qui suggére
que Frankia pourrait synthétiser des
molécules de signalisation chimiquement
distinctes des FN et des génes canoniques
NodA, lesquels sont indispensables pour la
production de FN. Récemment, des essais
biologiques ont montré que les facteurs de
déformation des poils radiculaires (CgRHDF)
et d’activation de NIN (CgNINA) sont
impliqués dans la reconnaissance spécifique
entre C. glauca et son endosymbiote Frankia
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(Cissoko et al., 2018 ; Hocher et al., 2019).
Contrairement aux FN rhizobiens et LCO
mycorhiziens, ces molécules de signalisation
sont  thermorésistantes,  hydrophiles et
résistantes a la digestion par la chitinase
(Cissoko et al., 2018).

Bien que des travaux aient été réalisés
grace aux systemes de transformation
génétiques et d’analyse de transcriptomes mis
au point  chez quelques especes
actinorhiziennes « modeles », les mécanismes
mis en jeu au cours de l’interaction plante-
Frankia demeurent trés peu connus. A ce jour,
seul le facteur de transcription NIN est
fonctionnellement caractérisé chez C. glauca.
Comme susmentionné dans la symbiose
rhizobium/lIégumineuse, la réduction de son
expression par ARNi chez C. glauca a
également inhibé la nodulation (Clavijo et al.,
2015).

Infection
L’infection = commence par la
pénétration des bactéries dans les poils

racinaires déformés. Ce stade est suivi par
I’initiation et 1’élongation des cordons
d’infection, lesquels sont des structures
tubulaires dérivées de la plante (Gourion et
al., 2014). Ces cordons guident le
microsymbionte vers le primordium nodulaire
a travers les cellules épidermales et corticales.
Les bactéries sont logées dans des organes
similaires aux symbiosomes ou elles se
différencient en bactéroides capables de fixer
I’azote  atmosphérique.  Les  bactéries
symbiotiques  (rhizobiums ou  Frankia)
peuvent entrer dans les cellules racinaires soit
par voie intracellulaire via les poils racinaires
ou par voie intercellulaire via les lamelles
moyennes des cellules épidermales (Fournier
etal., 2015).

Chez les plantes actinorhiziennes, la
formation des cordons d’infection conduit a
des divisions cellulaires dans les cellules
corticales adjacentes aux poils racinaires
infectés. Elles induisent la formation d’une
petite protubérance appelée le prénodule
observé uniguement pour le type d’infection
intracellulaire.  Les divisions cellulaires
s’effectuent dans le péricycle a un pdle opposé
du protoxyléme. Ces divisions entrainent la
formation du primordium nodulaire. Ce
dernier se développe pour donner un lobe
nodulaire qui est infecté par les hyphes de
Frankia en provenance du prénodule. Comme
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Frankia, la bactérie rhizobium induit des
divisions cellulaires dans le cortex conduisant
a la formation d’un primordium nodulaire
final. Ces événements sont présidés par des
mécanismes moléculaires dont le niveau de
compréhension varie en fonction du type de
symbiose nodulaire fixatrice d’azote. Le
processus d’infection est mieux connu pour la
symbiose rhizobium/Iégumineuse.
L’orthologue de CYCLOPS, IPD3 chez M.
truncatula régule la formation des cordons
d’infection dans les poils racinaires déformés
et la différenciation des bactéries a des formes
fixatrices d’azote (Symbiosomes) dans le
nodule (Ovchinnikova et al., 2011). De plus,
CYCLOPS induit I’expression du géne NIN
en se fixant sur la boite CYC-box du
promoteur de celui-ci (Oldroyd, 2013 ; Singh
et al., 2014). Chez L. japonicus, NIN joue un
role crucial dans la formation du cordon
d’infection par induction du géne de la pectate
lyase laquelle est impliquée dans la
dégradation de la paroi cellulaire essentielle
pour le processus d’infection (Xie et al.,
2012). 1l active plusieurs génes tels que NF-
YAL et NF-YA2. Ces derniers sont associes aux
divisions des cellules corticales (Soyano et al.,
2013). Chez C. glauca, I’expression de NIN
est corrélée avec D’infection par Frankia
(Clavijo et al., 2015). Par ailleurs, un FT
appartenant a la famille MYB appelé IPN2
(Interacting Protein of NSP2) régule in vitro
I’expression de NIN. L’inhibition de IPN2 par
approche ARNi réduit la formation des
cordons d’infection et des primordia
nodulaires ainsi que le niveau de transcrits de
NIN et de la noduline précoce ENOD40 (Kang
et al,, 2014). Ces résultats suggerent qu’un
complexe de plusieurs FT est nécessaire pour
induire  I’expression du  facteur de
transcription NIN.

Chez les légumineuses, le complexe
hétérodimérique NSP1 et NSP2 agit sur les
facteurs de transcription NF-YAL, NF-YA2 et
NF-YCL1 pour réguler I’expression de ERNL.
Ce dernier régule I’expression d’une noduline
précoce ENOD11 au cours de la formation de
la paroi des cordons d’infection (Laporte et
al., 2014 ; Vernié et al., 2015 ; Cerri et al.,
2017). La présence de tous ces FT chez les
Iégumineuses et les plantes actinorhiziennes a
été rapportée par Diédhiou et al. (2014). Ce
qui suggere que les voies de signalisation sont
partagées au cours de I’établissement de la
symbiose.
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récentes chez des
révélé D’induction de
en réponse aux
phytohormones (auxine, cytokinine,
gibbérellines et éthylene) a des sites
d’infection et dans les primordia nodulaires
(Breakspear et al., 2014 ; Larrainzar et al.,
2015 ; Boivin et al., 2016 ; Jin et al., 2016 ;
Gamas et al., 2017). La mutation de ARF16a
conduit & un échec du processus d’infection
dans les stades précoces de la symbiose
Iégumineuse indiquant que la régulation de la
signalisation auxine est nécessaire pour
I’initiation des cordons d’infection des
rhizobiums (Laplaze et al.,, 2015). Cette
initiation est également régulée par des
microARN nécessaires a l'activation de
I'infection bactérienne. Ainsi, une
surexpression de miR390 dans les racines de
M. truncatula entraine une réduction des
transcrits des facteurs de réponse a 1’auxine
comme ARF2, 3, 4a/b, nécessaires a
I'induction compléte de NSP2 (Hobecker et
al.,, 2017). L'expression constitutive de
miR390 entraine une réduction des sites
d’infection bactérienne et une répression de
NSP1 et NSP2 (Hobecker et al., 2017). Le
niveau d’expression de NSP2 augmente chez
M. truncatuala et diminue chez L. japonicus
aprés sept (07) jours d’infection bactérienne,
suggérant ainsi une régulation différentielle de
miR171 dans deux (02) types de nodules
(Heckmann et al., 2006).
Par ailleurs, une analyse spatio-
temporelle a révélé I'expression de miR167c
dans le peéricycle et les tissus vasculaires des

études
l[égumineuses ont
plusieurs génes

Des

cellules non infectées, alors que son
expression est induite dans les cellules
corticales du soja lors d'une infection

rhizobienne (Wang et al., 2019a, 2019b). Chez
L. japonicus, les mutants NFR ou des
éléments de signalisation en aval comme
SYMRK, CCaMK et CYCLOPS qui sont
associés au processus d'infection épidermique,
ne sont pas régulés par le miR172a (Holt et
al., 2015). De méme, miR172a n'est pas induit
chez les mutants cyclops, incapables de
former un cordon d'infection, ce qui indique
son implication dans l'infection. De plus,
I'expression de miR172a est indépendante de
Lotus histidine kinasel (LHK1) mais
dépendante de NIN. Ce qui suggere que
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miR172a agit en aval de NIN, et est considéré
comme un des marqueurs de linfection
rhizobienne (Holt et al., 2015). Les plantes
transgéniques de L. japonicus sur-exprimant
miR156 présentent des cordons d’infection et
des primordia défectueux puisque ce
microARN réduit 1’expression des nodulines
précoces NIN et ENOD40 (Wang et al.,
2015b).

Formation et développement des structures
symbiotiques

Les symbioses actinorhiziennes et
Iégumineuses se différencient particuliére au
niveau de [I’organogenése nodulaire. Les
divisions cellulaires sont induites dans le
cortex racinaire chez les légumineuses et dans
le péricycle chez les plantes actinorhiziennes
(Svistoonoff et al., 2014; Xiao et al., 2014).
Elles entrainent la formation du primordium
nodulaire. Pour les symbioses
actinorhiziennes, ce processus est similaire a
la formation du primordium de la racine
latérale. Comme pour les rhizobiums, les
bactéries Frankia demeurent dans des
structures similaires aux cordons d’infection
avant d’étre libérées dans le cytoplasme de la
cellule hote (Santi et al., 2013). De plus,
Frankia induit des divisions cellulaires dans le

cortex racinaire. Cependant, seules les
divisions cellulaires induites dans le péricycle
entrainent la formation du primordium

nodulaire. Les nodules matures actinorhiziens
sont des organes ayant une forme coralloide.
Ils sont composés de multiples lobes. Chaque
lobe représente une racine latérale modifiée
sans coiffe (Perrine-Walker et al., 2011). Il est
entouré d’un périderme superficiel contenant
des cellules infectées dans le cortex. Ces
derniéres forment un tissu vasculaire central.

Par contre, les primordia nodulaires de
légumineuses sont formés dans le cortex
racinaire. Ces primordia développent des
organes similaires a des tiges avec un systéme
vasculaire périphérique et des cellules
infectées dans le tissu central (Xiao et al.,
2014).

De nombreuses études ont été réalisées
pour améliorer la compréhension du réle des
FT dans I’organogenése et le développement
des structures symbiotiques. Des études
réalisées chez M. truncatula ont montré que
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NF-YALl et NF-YA2 sont exprimés dans les
cellules épidermales en réponse aux FN. Ces
études ont également montré le role
partiellement redondant de ces deux FT. La
mutation de NF-YALl inhibe 1’organogenése

nodulaire mais également sa fonction
méristématique (Soyano et al., 2013 ; Laloum
etal., 2014).

Chez Phaseolus vulgaris, I’inhibition
de PvNF-YC1 par ARNi a montré que ce
dernier régule positivement le développement
nodulaire probablement a cause de I’induction
des geénes de la phase G2 du cycle cellulaire
(Zanetti et al., 2010). Par ailleurs, I’inhibition
de SIN1 (Scarecrow-likel3 Involved in
Nodulation) a réduit I’expression de NF-YA1
et les génes du cycle cellulaire CYCLIN B et
Cell Division Cycle2 (Battaglia et al., 2014).
Ces résultats suggérent que les facteurs de
transcription NF-Y sont impliqués dans
I’organogenése et le développement nodulaire
en favorisant la division des cellules corticales
(Laloum et al., 2014 ; Baudin et al., 2015 ;
Vernié et al., 2015). lIs soulévent également
deux hypothéses : le recrutement probable de
ces FT a partir du développement de la racine
latérale et la néo-fonctionnalisation de FT
comme CBF-A22 un paralogue de NF-YAl
(Asamizu et al., 2008).

Chez M. sativa, le FT Mszpt2-1 est
exprimé dans les tissus vasculaires des racines
et des nodules (Frugier et al., 2000 ; Basu et
Kumar, 2020). Ce géne code pour une
protéine a doigt de zinc Krlppel-like. La
formation d’une =zone centrale fixatrice
d’azote est nécessaire pour I’expression de
Mszpt2-1 (Frugier et al., 2000), un potentiel
orthologue des facteurs de transcription
CgZF1 et AgZF1 (Diédhiou et al., 2014).
Cependant, les fonctions biologiques de
CgZF1 et AgZF1 demeurent inconnus
(Diédhiou et al., 2014).

Chez M. truncatula, la fonction
biologique du facteur de transcription EFD
(Ethylene Response Factor required for
nodule Differentiation) a été analysée a 1’aide
d’un mutant edf-1 (Vernié et al., 2008). Les
résultats ont montré une altération du
cytoplasme de la cellule nodulaire et une
sénescence précoce des bactéroides. Ce qui
suggere que EFD est nécessaire pour le
développement du nodule et la différenciation
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du symbiosome. Par contre, la mutation du FT
nommé RSD (Regulator of Symbiosome
Differentiation) appartenant a la famille des
protéines a doigt de zinc (CzHy) et nécessaire
pour la différenciation normale  des
symbiosomes et des bactéroides pendant
I’organogenése, entraine la diminution de la
taille et du diameétre des nodules, de la
population bactérienne dans le nodule ainsi
que le retard de leur élongation et un arrét
précoce de lactivité méristématique du
nodule (Sinharoy et al., 2013). De plus, les
résultats obtenus a 1’aide de la technique
EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)
ont montré que RSD a travers son domaine
EAR (Ethylene responsive element binding
factor-Associated Amphiphilic Repression)
réprime I’expression de VAMP721a, qui code
pour la protéine de membrane de 72la
associée aux vésicules (Sinharoy et al., 2013).
Ces données suggérent que les facteurs de
transcription EFD et RSD peuvent influencer
les échanges de vésicules dans les cellules
nodulaires.  Cela  suggere  également
I’implication du RSD dans la régulation
transcriptionnelle des genes des voies de
sécrétion des plantes.

Par ailleurs, la surexpression de I’ARN
non codant, miR166 chez M. truncatula a
réduit 1’expression des génes CNA1L, 2 et 3
appartenant a la famille  HD-ZIPIII
(Homeodomain-leucine zipper). Cette
surexpression a entrainé la modification du
développement des tissus vasculaires dans la
racine, la réduction du nombre de nodules et
de racines latérales (Boualem et al., 2008). Par
contre, le contrdle du profil de vascularisation
du nodule a été examiné par une analyse de la
fonction biologique du facteur de transcription
bHLH1 (basic helix-loop-helix 1). Les
protéines bHLH sont une des familles de FT
largement distribuées chez toutes les plantes.
Ces protéines contrélent de nombreux
processus  de  signalisation et de
développement (Carretero-Paulet et al., 2010).
Chez M. truncatula, MtbHLH1 est exprimé
dans les primordia nodulaires, le tissu
vasculaire nodulaire, les cellules non infectées
de la zone fixatrice d’azote. Ce qui suggére
que MtbHLH1 contréle la mise en place du
tissu vasculaire du nodule (Godiard et al.,
2011). Son expression est aussi localisée dans
les apex racinaires, les cellules des primordia
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de racine latérale et dans le tissu vasculaire de
la racine. Chez Glycine max, des analyses ont
permis  D’identification de GmbHLHmM1
(Glycine  max  basic  helix-loop-helix
membrane 1). L’expression de GmbHLH1 est
induite la nuit dans les cellules du parenchyme
nodulaire et inhibée la journée (Chiasson et
al., 2014). De plus, I’élimination de la
fonction de GmbHLHmM1 par ARNi a montré
une réduction du nombre de nodules et de leur
poids frais. Comme I’approche ARNi, les
miARN contrdlent également le nombre,
I’organogenése et la fonctionnalité des
nodules. Ainsi, miR167c-ARF8 constitue 1’un
des modules clés pour vérifier ’efficacité de
la fixation de 1’azote chez Glycine max (
Wang et al, 2015a). Plusieurs études
indiquent que les changements d'expression de
miR167c en réponse a des teneurs variables
d'azote peuvent ainsi réguler la fixation de
l'azote. La surexpression de ce microARN
entraine une augmentation du nombre de
nodules (Wang et al., 2015a). De méme, la
surexpression de miR156 chez Medicago a
montré une répression de miR172 tout en
favorisant I’induction de ces génes cibles dont
AP2-2 et des nodulines précoces NIN et
ENOD40 conduisant ainsi a une nodulation
(Aung et al., 2015), et les tests d’acétylene ont
confirmé la fonctionnalité des nodules formés
(Aung et al., 2015). Par contre, 1’expression
constitutive de miR156 chez L. japonicus
entraine une réduction significative (environ
50 %) du nombre de nodules (Wang et al.,
2015b). Les effets contradictoires de la
régulation par miR156 indiquent que
I'organogenése nodulaire peut impliquer
différentes voies ou circuits de régulation chez
des légumineuses ayant des types de nodules
différents. Contrairement a miR156, la
régulation transcriptionnelle par miR164 et
miR393 n’est effective que dans les nodules
indéterminés. En effet, la surexpression de ces
microARNs entraine une diminution du
nombre de nodules chez M. truncatula
(nodule indéterminé) et n’a aucun -effet
significatif sur le nombre de nodules chez le
soja (nodule déterminé) (Cai et al., 2017;
D’haeseleer et al., 2011; Mao et al., 2013). Le
miR164 cible les FT NAC, associés & la zone
de fixation d'azote (D’haeseleer et al., 2011).
Chez M. truncatula, miR169 régule
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I’expression spatio-temporelle du facteur de
transcription HAP2-1, impliqué dans 1’activité
méristématique du  développement  des
nodules indéterminés (Combier et al., 2006).
Par ailleurs, des facteurs de réponse a 1’auxine
comme ARF10, ARF16 et ARF17 sont ciblés
chez M. truncatula par miR160 activé par les
facteurs de transcription NF-YA/B (Bustos-
Sanmamed et al., 2013). Une surexpression de
ce mIARN a révélé une nodulation réduite
(Bustos-Sanmamed et al., 2013; Nizampatnam
et al., 2015). Bien que la surexpression de
miR160 ait montré une nodulation
globalement réduite, les nodules formés
étaient fonctionnels. Par contre, une inhibition
de miR160 a entrainé une réduction modérée
des primordiums nodulaires et D’arrét du
développement de nodules chez le soja
(Turner et al., 2013).

La Figure 2 résume I’implication de
quelques régulateurs transcriptionnels clés
dans les différentes phases de la formation du
nodule.

SYNTHESE SUR LES REGULATEURS
DU DEVELOPPEMENT DES
NODOSITES

Les FT régulent la formation des
nodosités au cours des symbioses fixatrices
d’azote. La fonction de ces protéines a été
déterminée grace a des approches de
génétique directe ou inverse. 11 s’agit
essentiellement d’analyses ciblées ou de type
RNA-Seq comparant les transcriptdmes de
lignées mutantes, surexpresseurs et sauvages.
Ces approches ont également permis
d’identifier les génes ciblés par ces
régulateurs au cours des symbioses fixatrices
d’azote. La majorité des FT présentés dans le
Tableau 1, ont soit des homologies avec des
génes de développement racinaire ou sont
spécifiques aux symbioses fixatrices d’azote.
Ces homologues ont été identifiés suite a la
caractérisation de mutants de phénotypes nod-
ou fix- ou par I’étude de microARNs
(miARNS) qui les régulent. La plupart des FT
sont induits par des FNs (stades de
préinfection et d’infection) ou hormonale. A
ce jour, trés peu de FT sont connus pour étre
impliqués dans les étapes tardives du
développement des nodosités.
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Figure 1: Cascade d’événements de signalisation des facteurs de transcription agissant sur le

facteur de transcription NIN.

(1) sécrétion des flavonoides dans la rhizosphére, (2) production de facteurs Nod par les bactéries, (3) déformation du poils
absorbant, (4) perception du signal par les récepteurs SymRK ou NFR1/NFR5, (5) oscillations calciques autour du noyau,
(6) interprétation des oscillations calciques nucléaires et autophosphorulation de CCaMK, (7) phosphorulation de
CYCLOPS et activation du complexe transcriptomique formé de DELLA, NSP1 et NSP1, (8) activation de [’expression de
NIN. (Adapté de Oldroyd, 2013).
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Figure 2. Stades d’expression de quelques régulateurs transcriptionnels au cours des symbioses

fixatrices d’azote.
(A) représentation schématique des stades de formation du nodule ;
(B) stade d’induction de quelques régulateurs transcriptionnels clés au cours de la nodulation (Adapté de Oldroyd, 2013).
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Tableau 1. Régulateurs transcriptionnels impliqués dans les mécanismes moléculaires de mise en
place des symbioses fixatrices d’azote.

génomique a permis I’identification et la
caractérisation fonctionnelle de plusieurs
régulateurs transcriptionnels des symbioses
nodulaires fixatrices d’azote. Les analyses
fonctionnelles indiquent que certains FT ont
soit acquis des fonctions spécifiques ou ont
conservé celles-ci au cours de 1’évolution.
Elles montrent clairement que la régulation
par les microARNs implique un circuit
complexe de phytohormones et de facteurs de
transcription.  Notre compréhension  des
fonctions des régulateurs transcriptionnels
reste encore limitée du fait de la complexité
du systeme de régulation et la faiblesse des

données fonctionnelles disponibles
actuellement. Le séquengage de génome
d’autres especes symbiotiques et non

symbiotiques et la caractérisation de genes
(surexpression, ARN interférent, STTM et
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Facteur de Famille miARN Espéces Références
transcription
PRE-INFECTION/INFECTION
NSP1/NSP2 GRAS miR167, Medicago truncatula Oldroyd and Long, 2003 ; Smit
miR171, et al., 2005 ; Wang et al., 2015a
miR390 ;
Hobecker et al., 2017 ; Hossain
etal., 2019
ERN1/ERN2 AP2-ERF Medicago truncatula Cerri etal., 2017
NF-YALl et 2, CCAAT binding Nuclear Factor Y miR160 Medicago truncatula, Combier et al., 2006 ; Soyano
NF-YB1 et Lotus japonicus et al., 2013 ; Bustos-Sanmamed
NF-YC1 et al., 2013; Laloum et al.,
2014 ; Baudin et al., 2015
NIN RWP-RK miR156, Medicago truncatula, Marsh et al., 2007 ; Clavijo et
miR171, Casuarina glauca al., 2015 ; Hossain et al., 2019 ;
miR172c Wang et al., 2019a, 2019b
IPN2 MYB coiled-coil Lotus japonicus Kang et al., 2014
SIP1 AT-rich interaction domain (ARID) Lotus japonicus Zhuetal., 2008
SIN1 GRAS Phaseolus vulgaris Battaglia et al., 2014
ARF2, 3et4 ARF miR390 Medicago truncatula Hobecker et al., 2017
ARF8aetb ARF miR167 Glycine max Wang et al., 2015a
ORGANOGENESE
ARF10, 16 et ARF miR160 Medicago truncatula Breakspear et al.,
17 Bustos-Sanmamed et al., 2013
EFD AP2/ERF Medicago truncatula \ernié et al., 2008
RSD Cysteine-2/Histidine-2 (C2H2) Medicago truncatula Sinharoy et al., 2013
Zpt2-1 Krippel-like C2H2 zinc finger Medicago sativa Frugier et al., 2000
bHLH1 bHLH Medicago truncatula Godiard et al., 2011
CNAL, 2et3 Class Il HD-ZIP miR166 Medicago truncatula Boualem et al., 2008
NNC1 AP2 miR172c Glycine max Wang et al., 2019b
AP2-2 AP2 miR156 Medicago truncatula Wang et al., 2015b
HAP2-1 Hapless miR169 Medicago truncatula Combier et al., 2006
NAC NAM/ATAF/CUC miR164 Medicago truncatula D'haeseleer et al., 2011
CONCLUSION MIM) jouant des roles clés dans les voies de
Le développement des outils de signalisation contribueraient a une meilleure

compréhension des bases moléculaires des
symbioses fixatrices d’azote. Cette
compréhension fournirait des génes candidats
pour la sélection de cultivars de légumineuses
supérieures ou faciliterait I'ingénierie des traits
de la symbiose rhizobienne dans les cultures
non légumineuses avec potentiellement une
meilleure fixation de l'azote.
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