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Mise en évidence
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Introduction

Le développement d'un nodule et la fixa­
tion symbiotique de l'azote chez une légu­
mineuse sont le résultat d'une série
d'évènements et d'échanges continuels
d'informations entre la plante et l'endo­
phyte fixateur d'azote. Un certain nombre
de gènes bactériens et végétaux, impliqués
dans la reconnaissance et la différencia­
tion des deux partenaires pendant la sym­
biose, ont été identifiés (pour des revues,
voir référence 2 et 5). Ainsi, par des expé­
riences de génétique classique sur plu­
sieurs systèmes symbiotiques, il a été
montré que des gènes de la plante inter­
viennent dans le contrôle de certaines pro­
priétés comme le délai d'apparition des
nodules, leur abondance et leur taille, la
multiplication des bactéries, leur libéra­
tion hors des cordons d'infection, la matu­
ration et la morphologie des bactéroïdes,
l'efficacité de la fixation d'azote.

Récemment, des techniques d'immunolo­
gie et de biologie moléculaire ont permis
de mettre en évidence des nodulines qui
sont des protéines codées par la plante,
spécifiques des nodules et qui ne sont pas
retrouvées dans les racines non infectées
ou les autres parties de la plante-hôte (21).
Des nodulines ont été décrites chez plu­
sieurs légumineuses à nodules racinaires
comme Glycine max (16), Pisum sativum
(4), Medicago sativa (15), et Phaseolus
vulgaris (7).

Les fonctions de ces nodulines sont encore
mal connues mais elles doivent intervenir
à toutes les étapes du développement et du
fonctionnement du nodule, lors de la re­
connaissance entre la plante et la bactérie,
au cours du processus d'infection, pour le

transport des substrats vers les bacté­
roïdes, ainsi qu'au cours de toutes les mo­
difications morphologiques, cytologiques
et physiologiques qui interviennent dans
les cellules infectées.

Quelques nodulines particulières ont été
identifiées comme la leghémoglobine,
cette protéine affine d'oxygène qui facilite
sa diffusion vers les bactéroïdes à une ten­
sion partielle compatible avec la fixation
d'azote. D'autres nodulines comme une
uricase (3) ou une glutamine synthétase
(7), impliquées dans l'assimilation et le
transport de l'azote fixé, ou plus récem­
ment une sucrose synthétase (20) spécifi­
que du nodule ont également été
identifiées.

Dans le cas de Sesbania rostrata, si la bac­
térie a déjà fait l'objet de nombreuses
études génétiques (voir ce volume), peu
d'informations sont disponibles sur la
plante elle-même.

C'est ainsi que nous nous sommes intéres­
sés à la recherche des gènes de la plante
activés au cours de la symbiose dans le cas
de Sesbania rostrata, avec les buts sui­
vants:

Â faire l'inventaire des nodulines et des
gènes végétaux impliqués dans la sym­
biose,

Â rechercher si ces gènes sont exprimés
de façon identique dans les nodules de
tige et de racine,

Â étudier la cinétique de l'expression de
ces gènes au cours du développement
du nodule,

Â étant donné que Sesbania rostrata vit
en symbiose avec deux genres bacté-

riens différents Azorhizobium et Rhizo­
bium (9), comparer l'expression des
gènes de la plante dans les deux cas,

Â identifier les leghémoglobines grâce à
un antisérum anti-leghémoglobine de
Sesbania rostrata,

Â rechercher si l'expression de certains
gènes de la plante est en relation avec
la fixation d'azote, en étudiant des no­
dules inefficients,

Â les nodules de tige étant chlorophyl­
liens, nous avons voulu voir l'inci­
dence de la photosynthèse au niveau
des nodules de tige sur l'expression
des gènes végétaux en étudiant l'ex­
pression des gènes de la plante dans
des nodules de tige induits par la
souche sauvage üRS571 protégés ou
non de la lumière. Les nodules de tige
développés à l'obscurité sont de forme
normale, blancs au lieu de verts à l'ex­
térieur, roses à l'intérieur. De plus, sur
certains, une petite racine émerge du
nodule (14). Aucune différence dans
l'activité réductrice d'acétylène n'est
détectée par comparaison avec les no­
dules éclairés du même âge prélevés en
parallèle sur les mêmes plantes.

Résultats

Analyse des protéines
cytoplasmiques solubles totales
Nous avons purifié les protéines cytoplas­
miques solubles totales (peST) des ra­
cines et des tiges non infectées ainsi que
des nodules de tige et de racine effectifs
induits par la souche sauvage d'A. cauli­
dans üRS571 et récoltés 30 jours après
l'inoculation. Après séparation par PAGE-
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SDS, et coloration au bleu de coomasie,
environ 50 bandes correspondant à des po­
lypeptides de masses moléculaires
comprises entre 15 et 200 kDa sont révé­
lées dans chacun des tissus (figure 1A). La
plupart d'entre elles sont présentes dans
tous les tissus. Cependant, certaines diffé­
rences qualitatives et quantitatives appa­
raissent à la comparaison des différents
profils.

Ainsi, nous avons pu observer une dizaine
de bandes moins intenses et une dizaine
d'autres plus intenses dans les nodules par
rapport aux tissus non infectés. Au moins
4 bandes apparaissent spécifiques des no­
dules. Les profils des nodules de tige et
des nodules de racine sont très voisins et
seules quelques différences ont pu être dé­
celées comme par exemple une bande de
26 kDa plus intense dans le cas des no­
dules de tige. Nous avons vérifié que ces
différences ne sont pas dues aux protéines
de bactéroïdes car les profils des protéines
extraites de bactéroïdes isolés soit de no­
dules de tige soit de nodules de racine sont
identiques (figure 1C).

Une bande majoritaire de masse molécu­
laire apparente inférieure à 18 kDa est spé­
cifique des nodules de tige et de racine.
Son abondance et sa taille suggèrent qu'il
s'agit de la leghémoglobine, ce que nous
avons vérifié par la suite par des expé­
riences de "Western blotting" en utilisant
un antisérum préparé contre les leghémo­
globines purifiées de nodules de tige de
Sesbania rostrata (fourni par D. Bogusz;
figure lB).

Analyse des produits
de traduction in vitro

Ayant observé des différences dans les
profils électrophorétiques des PCST des
différents tissus, nous avons suivi une au­
tre approche qui consiste à analyser l'ex­
pression des gènes végétaux au niveau
transcriptionnel.

A partir des différents tissus, nous avons
extrait les ARN poly A+ pour les traduire
in vitro dans un lysat de réticulocytes de
lapin en présence de Méthionine marquée
au 35Souffre, et nous avons ensuite analy­
sé les produits de traduction par électro­
phorèse sur gel de polyacrylamide en une

(PAGE-SDS) ou deux dimensions (2D­
PAGE) (18), suivie d'une autoradio-fluo­
rographie.

La figure 2 présente les profils électropho­
rétiques en PAGE-SDS des produits de
traduction obtenus à partir des ARN-poly
A+ extraits des divers tissus: 50 à 60
bandes de masses moléculaires comprises
entre 10 et plus de 100 kDa sont distingua­
bles sur chaque profil. En 2D-PAGE, envi­
ron 200 à 300 polypeptides de masses
moléculaires comprises entre 10 et plus de
100 kDa sont visibles sur chacun des pro­
fils obtenus (14). Dans les deux cas, la ma­
jorité des polypeptides sont communs à
tous les tissus étudiés; cependant, certains
apparaissent soit spécifiques d'un type de
tissu (nodule ou tissu non infecté) soit plus
ou moins abondants dans l'un ou l'autre
tissu.

Nodules de tige
et de racine induits par A. cau/idans
En PAGE-SDS, par rapport aux tissus non
infectés, les nodules efficients induits par
la souche d'Azorhizobium ORS571 pré­
sentent environ une dizaine de bandes
augmentées et une dizaine d'autres qui
sont diminuées. En 2D-PAGE, nous avons
dénombré au moins 16 polypeptides spéci­
fiques des nodules, 10 qui sont fortement
augmentés et une dizaine d'autres qui sont
diminués dans les nodules par rapport aux
tissus non infectés.

L'étude cinétique de l'expression de ces
gènes spécifiques au cours du développe­
ment du nodule a montré que ces derniers
sont activés de façon séquentielle. Ainsi,
la majorité de ceux-ci s'expriment vers le
l2ème jour après inoculation. Cependant.
certains sont exprimés beaucoup plus tôt,
vers les 617ème jour, et d'autres plus tard.
Plusieurs enfin sont activés de façon trans­
itoire: l'un d'eux est très intense au cours
des premiers stades puis décroît au cours
du développement: d'autres atteignent leur
intensité maximale entre 12 et 16 jour,
puis diminuent.

Leghémoglobine
Afin d'identifier les composants de la le­
ghémoglobine, nous avons utilisé un anti­
sérum dirigé contre la leghémoglobine de
nodules de tige de Sesbania rostrata (pré­
paré par D. Bogusz) pour immunoprécipi-
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ter les produits de traduction in vitro et les
identifier par 2D-PAGE.

Aucun produit de traduction d'ARN-Poly
A+ de tiges ou de racines non infectées ne
réagit avec l'antisérum; par contre, six po­
lypeptides abondants sont immunoprécipi­
tés dans le cas des nodules de tige et de
racine. Leur masse moléculaire (inférieure
à 17 kDa) est en accord avec celles des
leghémoglobines décrites dans d'autres
systèmes (1).

Au cours du développement du nodule,
dans nos conditions d'expérience, les le­
ghémoglobines apparaissent vers le 12ème
jour et leur intensité augmente ensuite au
cours de notre période d'observation. De
plus, leur intensité relative varie dans la
même période: à 12 jours, Lb2, Lb3, Lb6
ont environ la même intensité alors que
Lb5 et Lb4 sont majoritaires et que Lb 1 est
à peine visible; après le l6ème jour, Lb2 et
Lb6 deviennent majoritaires, Lb 1 reste mi­
noritaire et les autres sont moyennement
abondants.

Nodules de racine
induits par Rhizobium sp.
Les nodules de racine induits soit par Azo­
rhizobium (souche ORS57l) soit par Rhi­
zobium sp. (souche ORS5l) présentent des
profils identiques mis à part l'intensité de
quelques bandes (figure 2). Cependant, en
2D-PAGE (14), deux polypeptides "ra­
cine" (rsst2l et rsst26) semblent plus
abondants dans les nodules induits par
ORS5l et un spot remarquable, correspon­
dant à un polypeptide de masse molécu­
laire 37,5 kDA, semble spécifique.

Nodules de tige
développés à l'obscurité
Le profil des produits de traduction des
ARN extraits de nodules de tige dévelop­
pés à l'obscurité est très semblable à celui
des nodules chlorophylliens et les poly­
peptides stimulés le sont dans les mêmes
proportions (figure 2, piste 6 et 8). Cepen­
dant il est intéressant de remarquer que
dans le cas de nodules à l'obscurité, l'in­
tensité de certaines bandes est très aug­
mentée, et ceci de façon semblable aux
racines; en particulier deux bandes ma­
jeures de masses moléculaires approxima­
tives 21 et 28,5 kDa. Ceci pourrait être en
relation avec la présence de radicelles sur
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certains nodules développés à l'obscurité.
L'analyse en 2D-PAGE a confirmé ces si­
militudes avec les tissus souterrains (14).

Nodules inefficients
Afin de déterminer si certains polypep­
tides remarquables dans le cas des nodules
sont directement liés à l'activité fixatrice
d'azote, nous avons analysé plusieurs
types de nodules inefficients (Fix-):

• nodules de tige et nodules de racine in­
duits par la souche Fix-5740, mutant
ponctuel de ORS571 affecté dans le
gène nif K (10).

• nodules de tige induits par la souche
Fix-5795, mutant de régulation qui ne
produit aucun des polypeptides nif nor­
malement synthétisés par la souche
sauvage (ORS571) en conditions de
dérépression de la nitrogénase (8).

• nodules de racine induits par la souche
ORS51 en conditions (température,
photopériode) non permissives pour la
fixation d'azote (19).

Dans tous les cas, la leghémoglobine est
présente mais en quantité réduite par rap­
port aux nodules Fix+ du même âge. L'a­
nalyse en 2D-PAGE a confirmé ces
observations et a montré que les 6 compo­
sants sont présents (14).

Ceci montre que, comme chez d'autres es­
pèces (II, 13, 15) les gènes leghémoglo­
bine sont activés dans des nodules
inefficients mais que leur expression reste
faible comparée aux nodules Fix+.

En plus des composants leghémoglobine,
de nombreux polypeptides "noduline" ou
dont l'intensité augmente dans les nodules
fixateurs voient, dans les nodules non fixa­
teurs, leur intensité diminuer, alors que si­
multanément certaines taches de type
"tissus non infectés" se trouvent renfor­
cées. Le niveau d'expression des polypep­
tides spécifiques du nodule est fonction du
type de nodule inefficient considéré: ainsi,
par rapport au nodule efficient, l' expres­
sion des gènes dans un nodule induit par la
souche 5795 semble plus perturbée que
dans celui induit par la souche 5740 (fig­
ure 2 et référence 14).

Conclusions

L'analyse des protéines cytoplasmiques
solubles totales a fait apparaître la pré­
sence de protéines spécifiques dans les no­
dules.

L'analyse, par électrophorèse en une et
deux dimensions, des produits de traduc­
tion des mARN-Poly A+ des nodules raci­
naires et caulinaires, des tiges et des
racines non infectées nous a permis de sui­
vre l'expression des gènes de la plante ac­
tivés au cours de la symbiose.

Nous avons pu ainsi mettre en évidence
une activité transcriptionnelle différen­
tielle des gènes de la plante au cours de la
nodulation racinaire et caulinaire de Ses­
bania rostrata.

A l'état symbiotique, l'activité d'une di­
zaine de gènes et diminuées, alors qu'une
trentaine d'autres gènes sont stimulés, la
majorité de façon identique dans les no­
dules de tige et de racine. Parmi eux, 16
apparaissent comme des gènes de nodu­
lines.

Ces résultats sont comparables à ceux ob­
tenus avec le soja et le pois, chez lesquels
20 à 30 nodulines ont été signalées (4, 16).

En ce qui concerne les nodules de racine,
souche "de tige" du genre Azorhizobium
(ORS571) et souche "de racine" du genre
Rhizobium (ORS51) semblent induire
l'activation des mêmes gènes chez la
plante, mis à part un gène activé supplé­
mentaire dans le cas de ORS51. Il serait
intéressant de déterminer quel rôle pour­
rait jouer une telle noduline.

Une étude cinétique a montré que les
gènes de la plante sont séquentiellement
activés au cours du développement du no­
dule: certains le sont dans les premiers
jours suivant l'infection, la majorité vers
le 12e jour, et d'autres plus tard (vers le
18e jour). De plus, certains gènes sont ac­
tivés de façon transitoire à un moment ou
l'autre du développement. Une telle sé­
quence d'évènements est également
connue chez le pois (13) et le soja (12).
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Au moins six différents produits de traduc­
tion in vitro ont été identifiés par immuno­
précipitation comme étant des composants
de la leghémoglobine. Leur abondance re­
lative varie en accord avec ceux de Bogusz
et coll. (6), confirmant chez Sesbania ros­
trata la présence de la plus grande famille
de gènes de leghémoglobine caractérisée
jusqu'à présent. Dans les deux types de
nodules, ces auteurs ont séparé six compo­
sants par isoélectrofocalisation et sept par
chromatographie échangeuse d'anions.
Les composés apparaissent en proportions
relatives différentes dans les nodules de
tige et de racine. L'analyse de séquence
des acides aminés amino-terminaux, ont
permis à ces auteurs de conclure qu'au
moins six d'entre eux sont des produits de
gènes différents.

L'expression des gènes dans les nodules
de tige développés à l'obscurité est
comparable à celle des nodules de tige dé­
veloppés à la lumière; cependant, un fait
remarquable est l'expression dans les no­
dules de tige à l'obscurité de gènes typi­
quement stimulés dans le cas des nodules
de racine ou des racines non infectées.
Ainsi, tout se passe comme si les nodules
de tige à l'obscurité acquièrent certaines
caractéristiques des organes souterrains.

Dans les nodules inefficients, les gènes de
nodulines sont exprimés à un niveau d'ex­
pression variable en fonction du type de
nodule inefficient, mais généralement ré­
duit par rapport aux nodules fixateurs. Par
ailleurs certains gènes dont l'expression
est généralement renforcée dans les tissus
non infectés, sont également stimulés dans
le cas des nodules inefficients. Ainsi ces
derniers acquièrent-ils certains caractères
de type "tissu non infecté" et, comme il a
été montré chez le soja (16), le pois (13) et
la luzerne (17), les gènes de nodulines y
sont activés indépendamment de la fixa­
tion d'azote, mais restent à faible niveau
d'expression.
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