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Résumé : 

Plus de 80% des plantes peuvent établir une symbiose racinaire avec des champignons de 
l’ordre des Glomales et former des endomycorhizes à arbuscules (AM). En revanche, 
seules certaines espèces appartenant à dix familles d’angiospermes réunies dans le clade des 
Eurosidées I peuvent établir une symbiose racinaire fixatrice d’azote. Il s’agit d’une part, des 
plantes de la famille des Légumineuses (Fabacées) et de Parasponia associées à Rhizobium et 
d’autre part, des plantes actinorhiziennes associées à l’actinomycète Frankia. Comme chez les 
Légumineuses, la symbiose actinorhizienne aboutit à la formation de nodosités (ou « nodules »), 
siège de la fixation d’azote par les bactéries. Cependant, contrairement aux nodules des 
Légumineuses, le nodule actinorhizien présente une structure et un développement 
s’apparentant aux racines latérales. L’étude des nodosités actinorhiziennes est donc 
particulièrement intéressante tant pour rechercher les spécificités de cette symbiose, que pour 
déterminer quelles sont les caractéristiques communes avec les Légumineuses.  

Nous avons étudié le rôle du gène CCaMK dans le processus symbiotique et l’organogenèse 
nodulaire chez l’arbre actinorhizien Casuarina glauca. CCaMK code pour une protéine kinase 
dépendante du calcium et de la calmoduline (« calcium and calmodulin dependent   
protein kinase »). Dans la cascade de signalisation conduisant à la nodulation et à la mycorhization 
chez les Légumineuses, ce gène est positionné en aval des oscillations calciques (« calcium 
spiking ») qui ont lieu durant les premières étapes de l’interaction symbiotique. CCaMK jouerait 
un rôle dans la perception et le décodage des oscillations calciques, ainsi que leur transduction 
aux différents composants contrôlant les endosymbioses racinaires.  

Nous avons suivi l’expression spatio-temporelle de la fusion transcriptionnelle 
PromCgCCaMK::GUS au cours de la nodulation et montré que celle-ci était corrélée à la présence 
de Frankia tout au long du processus symbiotique, soulignant ainsi le rôle clé de CCaMK dans 
l’infection. Par ailleurs, nous avons cherché à déterminer l’importance du domaine autoinhibiteur 
de la protéine CCaMK dans l’activation du processus d’organogenèse du nodule. Pour cela, nous 
avons réalisé et introduit chez C. glauca des constructions géniques de CgCCaMK permettant 
l’expression de formes tronquées constitutivement actives, car dépourvues du domaine 
autoinhibiteur/CAM. Nous avons aussi utilisé des formes tronquées du gène MtCCaMK de 
Medicago truncatula. L’expression de ces formes tronquées de CCaMK a révélé que la levée de 
l’autoinhibition induit la formation de nodules spontanés indépendamment de l’actinobactérie 
Frankia. Les résultats obtenus suggèrent que la protéine dérégulée est capable de réactiver la voie 
de signalisation, ainsi que les gènes situés en aval de CCaMK, qui sont nécessaires à 
l’organogenèse nodulaire. 
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Summary: 

More than 80% of plant species are able to develop arbuscular mycorrhizal (AM) symbiosis in 
association with glomeromycete fungi. In contrast, only some species of the Eurosid I clade, 
confined to four orders and ten Angiosperm families, are able to form nitrogen-fixing root nodule 
symbioses with soil bacteria. This concerns plants of the Legume family (Fabaceae) and 
Parasponia associated with Rhizobium bacteria and actinorhizal plants associated with the 
actinomycete Frankia. Similarly to Legumes, the actinorhizal symbiosis results in the formation of 
nitrogen-fixing root nodules. However, unlike Legume nodule, the actinorhizal nodule has a same 
origin and structure than a lateral root. Thus, the study of actinorhizal nodules is of particular 
interest not only for investigating its specific properties but also, for determining common 
characteristics shared with Legume nodules. 

We have studied the role of CgCCaMK gene during the symbiotic process and nodule 
organogenesis in the actinorhizal tree Casuarina glauca. CCaMK encodes a calcium and 
calmodulin dependent protein kinase. In the signalisation cascade leading to both nodulation and 
mycorrhization in Legumes, this gene is acting downstream the calcium oscillations (« calcium 
spiking ») that occur during the early steps of the symbiotic interaction. It has been suggested that 
these calcium oscillations are decoded and transduced by the CCaMK protein. 

We have monitored the spatio-temporal expression of a PromCgCCaMK::GUS fusion during 
actinorhizal nodulation and have shown that reporter gene expression was correlated with the 
presence of Frankia along the symbiotic process. This data highlights the role of CgCCaMK 
during Frankia infection. In addition, we have investigated the role of the CCaMK 
autoinhibitory/CAM domain in actinorhizal nodule organogenesis. To achieve this goal, we have 
obtained truncated versions of CgCCaMK lacking the autoinhibitory/CAM domain, and then 
expressed them into C. glauca. We have also used truncated forms of MtCCaMK from Medicago 
truncatula. The expression of these CCaMK constructs from C. glauca and M. truncatula was 
found to induce spontaneous nodulation in the absence of Frankia bacteria. These results suggest 
that deregulation of the calcium and calmodulin dependent protein kinase is able to reactivate the 
symbiotic signalling pathway and genes acting downstream CCaMK that are needed for nodule 
organogenesis. 

Key words: Casuarina glauca, Frankia, CCaMK, infection, autoinhibition, spontaneous nodules 
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  L’azote (N), quatrième constituant des plantes (après le carbone, l’hydrogène et 

l’oxygène) utilisé dans l’élaboration de molécules importantes comme les protéines, les 

acides nucléiques et la chlorophylle, est indispensable au développement des organismes 

vivants. Par ailleurs, ce composé est l’un des premiers éléments limitant la croissance 

végétale après l’eau, la lumière et le phosphore (Vitousek et al., 2010), ce qui est en 

apparente contradiction avec les quantités d'azote existant dans l’atmosphère terrestre 

(78% de l'air) sous forme de diazote (N2). La plupart de ces molécules sont 

difficilement accessible aux plantes car elles ne peuvent absorber cet élément que sous 

forme de nitrate (NO3
–), d’ammonium (NH4

+) ou d’ammoniaque (NH3). 

Certains procaryotes sont dotés d’une capacité à transformer l’azote atmosphérique sous 

une forme assimilable par la plante et pallier de ce fait la carence azotée dans le sol. Ces 

organismes sont dits « fixateurs » d’azote ou « diazotrophes ». La fixation de l’azote est 

réalisée par un complexe enzymatique appelé nitrogénase qui est particulièrement sensible 

à l’oxygène (Downie, 2005). Cette réaction enzymatique est très coûteuse en énergie, 

puisqu’il faut 16 molécules d’ATP pour réduire une molécule d’azote. Seule la respiration 

aérobie possède un rendement de production énergétique suffisant pour assurer la fixation 

biologique de l’azote. 

Les microorganismes fixateurs d’azote appartiennent à des genres phylogénétiquement 

très éloignés (bactéries et archébactéries) (Franche et al., 2009). Ils fixent l’azote soit à 

l’état libre, soit de manière symbiotique. On peut citer comme procaryotes diazotrophes 

libres des cyanobactéries telles Anabaena et Nostoc qui fixent l’azote au sein de cellules 

spécialisées appelées hétérocystes (Kumaza et Mitsui, 1992 ; Berman-Frank et al., 2007), 

des archaeabactéries des genres Methanosarcina et Methanococcus (Leigh, 2000), et 

d’autres membres appartenant aux genres Clostridium, Klebsiella, Azospirillum, 

Azotobacter et Erwinia. Cependant, les systèmes fixateurs d’azote les plus efficaces sont 

des symbioses associant des bactéries diazotrophes à des organismes photosynthétiques 

capables de transformer l’énergie lumineuse en énergie chimique. 

L’introduction bibliographique de ce mémoire sera consacrée à la fixation symbiotique 

de l’azote et développera les connaissances actuelles sur les symbioses actinorhiziennes, en 

les replaçant dans un contexte comparatif avec les symbioses Légumineuses-Rhizobium. 

Une revue dont je suis premier auteur est jointe à la fin de cette introduction. 
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I. La fixation symbiotique d’azote 

1. Les symbioses fixatrices d’azote

Au cours de l’évolution, certaines plantes ont mis en place des 

associations symbiotiques avec des bactéries diazotrophes, ce qui leur permetent 

d’absorber l’azote atmosphérique reconverti en ammoniaque (NH3) pour former des 

molécules complexes nécessaires au développement du partenaire végétal. 

Certaines cyanobactéries peuvent par ex. établir des associations symbiotiques avec des 

plantes de différents embranchements tels que des ptéridophytes (symbiose entre Azolla, 

fougère aquatique, et Anabaena), des gymnospermes tropicaux de la famille des cycadales 

(symbiose Cycas-Nostoc) ou des Angiospermes (Gunnera-Nostoc) (Rai et al., 2002 ; 

Duhoux et Nicole, 2004). Les symbioses avec les cyanobactéries ne conduisent pas 

obligatoirement à la formation de structures spécialisées visibles, mais plutôt au 

détournement d’organes existants. C'est le cas pour l’interaction Azolla-Anabaena où le 

microorganisme fixateur d’azote est abrité dans une cavité foliaire (Lechno-Yossef et 

Nierzwicki-Bauer, 2002). D’autres symbioses se manifestent par la formation d'organes 

spécialisés ; l’interaction cyanobactéries-Cycas entraîne par ex. la formation de racines 

coralloïdes chez le partenaire végétal (Costa et al., 1999 ; Costa et Lindblad, 2002). 

Cependant, les principales symbioses fixatrices d’azote impliquant un microorganisme 

et un hôte végétal sont les endosymbioses dotées d’une capacité à former un nouvel organe 

appelé « nodosité » ou plus communément « nodule », généralement racinaire. Chez 

certaines Légumineuses telles que Aeschynomene, Cassia, Parkinsonia (Prin et al., 1991) 

et Sesbania rostrata (Dreyfus et al., 1988), des nodules caulinaires peuvent également être 

observés. 

Dans le nodule, la plante hôte offre un micro-habitat exceptionnellement favorable au 

symbiote tout en lui procurant des substrats carbonés provenant de la photosynthèse, tandis 

que celui-ci fixe l’azote atmosphérique, le rendant assimilable par la plante. La mise en 

place de cet organe, développé de novo et facultatif pour la survie de la plante, requiert un 

programme d’organogenèse induit par la présence du symbiote (Kouchi et al. 2010 ; 

Mortier et al., 2012). 

La plus récente (60 millions d’années) et la plus étudiée des endosymbioses est 

celle impliquant les plantes de la superfamille des Légumineuses, ainsi que le genre 

parasponia 



Figure 1 : Arbre représentant la relation phylogénétique entre les différents genres des 
Rhizobiums (D’après Moulin et al., 2001). 

α, β, γ, δ, et ε : Représentent les subdivisions des Protéobactéries. 
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Parasponia (non-Légumineuse) de la famille des Celtidaceae, à certaines bactéries de la 

famille des Rhizobiums (Kistner et Parniske, 2002 ; Lafay et al., 2006). Cette dernière 

appartient à l’embranchement des Proteobacteria et la sous-classe des α-protéobactéries qui 

compte huit genres : Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, 

Azorhizobium, Methylobacterium, Blastrobacter et Allorhizobium. Il a été découvert que 

certaines β-protéobactéries appartenant aux genres Burkholderia et Ralstonia sont 

également capables de mettre en place des symbioses fixatrices d'azote avec les 

Légumineuses (Figure 1) (Moulin et al., 2001 ; Gyaneshwar et al., 2011). 

En plus des Rhizobiums, le sol recèle des actinobactéries filamenteuses du genre 

Frankia qui peuvent infecter les racines des plantes dites actinorhiziennes (Casuarina, 

Alnus,…) entraînant la formation de nodules actinorhiziens (Huss-Danel, 1997 ; Wall, 

2000). Ce n’est qu’à partir des années 1980 que Fessenden proposa l’appellation 

« actinorhizes » pour les « nodules actinorhiziens », par analogie avec le terme de 

mycorhizes (Prin et Duhoux, 1996). Apparues il y a environ 80 MA, les symbioses 

actinorhiziennes sont moins étudiées que les symbioses Légumineuses-Rhizobium, mais 

ont néanmoins une grande importance écologique. Par ailleurs, cette relation symbiotique 

avec Frankia présente des différences notables avec la symbiose rhizobienne, ce qui en 

justifie pleinement l’étude (Pawloswki et Bisseling, 1996 ; Pawlowski et Sprent, 2008 ; 

Franche et al., 2009). 

2. Fixation symbiotique d’azote et développement durable

Au niveau mondial, on estime que la masse d'azote fixé par voie biologique est de 

100 millions de tonnes par an (Graham et Vance, 2003), soit le même ordre de grandeur 

que la production d’azote fixé par l’industrie chimique à l’aide du procédé d’Haber-Bosch 

(1909). Il est anticipé que la production d’engrais azotés par voie chimique continue à 

progresser au cours du temps pour atteindre les 120 millions de tonnes en 2040 

(Vance, 2001). Le processus de fabrication chimique est très coûteux, car le marché du 

pétrole influence le cours des engrais azotés. Il faut en effet deux tonnes de pétrole pour 

fabriquer une tonne d’engrais azotés.

D’après Pujic et Normand (2009), 300 kg de fertilisant coûteraient 250 euros, une 

somme excessivement importante pour des engrais qui, utilisés en trop grande quantité, 

participent à la pollution de l’environnement. Ainsi, les quantités d’azote nitrique (NO3
–) 

présentes dans les différents horizons du sol déterminent des risques de pollution de la 

nappe



Étude bibliographique 

9 

nappe phréatique, causant ensuite de graves problèmes pour la santé humaine ou encore 

l’eutrophisation des milieux aquatiques (He et al., 2011). L’utilisation en rotation de 

cultures céréalières et de Légumineuses, pour fertiliser les sols d’une année sur 

l’autre, permettrait d’économiser 200 à 300 millions de dollars US d’engrais azotés 

(Graham et Vance, 2003). 

 En Algérie

Selon les données collectées pour la période 1983-1991, aussi bien pour la zone nord 

que pour la zone sud des hautes plaines sétifiennes, les engrais les plus utilisés sont 

l’ammonitrate et l’engrais phosphaté TSP (Super46) (Abdelguerfi et al., 2005). Lors du 

forum interprofessionnel de la protection des plantes et de la fertilisation, qui s’est tenu le 

15 novembre 2009 à Alger, des études ont mis en évidence que le niveau d’utilisation des 

engrais en Algérie est le plus faible tant au niveau du bassin méditerranéen qu’au Maghreb 

(Le Jeune Indépendant, 2009). D’après Cohan et al. (2010), le renforcement de la présence 

de Légumineuses dans les rotations est une piste prometteuse pour limiter la dépendance 

des systèmes de grandes cultures vis-à-vis des engrais. En plus de leur contribution à la 

fertilisation des sols, les Légumineuses sont plantées en Algérie afin de lutter contre la 

désertification, et contribuer à la régénération et la fixation du sol (Abdelguerfi et 

Ramdane, 2003). 

II. Les symbioses actinorhiziennes

1. Les partenaires végétaux : les plantes actinorhiziennes

1.1. Généralités 

Le nom de plantes « actinorhiziennes » a été introduit en 1978, lors d'un symposium à 

l’Université de Harvard dans le Massachusetts. Il a été attribué à toutes les plantes 

susceptibles d’établir une symbiose fixatrice d’azote avec des actinomycètes du genre 

Frankia (Benson et Silvester, 1993 ; Wheeler et al., 2008 ; Chaia et al., 2010). 

L’association symbiotique avec Frankia aboutit le plus souvent à l’apparition de nodules 

racinaires. Dans des conditions climatiques particulières caractérisées par une forte 



Tableau 1 : Taxonomie, et répartition géographique des plantes actinorhiziennes (D’après 
Dawson, 2008). 

Famille Genre 
Nombre 

total 
d’espèces 

Nombre 
d’espèces 

nodulantes 
Origine géographique 

Betulaceae Alnus 47 47 Europe, Asie, Amérique du Nord, Les Andes 

Casuarinaceae Allocasuarina 
Casuarina 

Ceuthostoma 
Gymnostoma 

59 
18 
2 

18 

54 
18 
2 

18 

Australie 
Australie,  Asie Tropicale, Pacifique Sud-Ouest 

Océanie 
Australie, Nouvelle-Calédonie, Sumatra 

Coriariaceae Coriaria 16 16 Méditerranée, Asie, Nouvelle-Zélande, Amérique du 
Nord 

Datiscaceae Datisca 2 2 Asie, Amérique du Nord, Europe 

Elaeagnaceae Elaeagnus 
Hyppophae 
Shepherdia 

45 
3 
3 

35 
2 
2 

Asie, Amérique du Nord, 
Europe Europe, Asie 
Amérique du Nord 

Myricaceae Comptonia 

Myrica 

1 

60 

1 

28 
Amérique du Nord 

Tous les continents sauf l’Australie 

Rhamnaceae Adolphia 
Ceanothus 

Colletia 
Discaria 

Kentrothammus 
Talguenea 

Trevoa 

1 
55 
17 
10 
2 
1 
6 

1 
31 
4 
5 
2 
1 
2 

Amérique du Nord 
Amérique du Nord 
Amérique du Sud 

Amérique du Sud, Australie, Nouvelle-Zélande 
Amérique du Sud 
Amérique du Sud 
Amérique du Sud 

Rosaceae Cercocarpus 
Chamaebatia 

Cowania 
Dryas 

Purshia 

20 
2 

25 
3 
4 

4 
1 
1 
1 
2 

Mexique, Sud-Ouest des Etats-Unis 
Sierra Nevada 

Mexique, Sud-Ouest des Etats-Unis 
Antarctique 

Amérique du Nord-Ouest 
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humidité, des nodules caulinaires peuvent être observés à 130-150 cm au dessus du sol 

chez Casuarina cunninghamiana (Prin et al., 1991). 

À l’exception du genre Datisca qui est une herbacée, les plantes actinorhiziennes sont 

des arbres et des arbustes appartenant au clade des Angiospermes. On distingue environ 

260 espèces de plantes actinorhiziennes réparties en 8 familles et comprenant 24 genres 

(Tableau 1), parmi lesquelles on trouve le Filao (Casuarina equisetifolia), l’olivier de 

Bohème (Elaeagnus angustifolia), le myrte des marais (Myrica gale) et l’aulne (Alnus sp.) 

(Benson et Silvester, 1993). 

1.2. Répartition géo-écologique 

Les espèces actinorhiziennes sont réparties sur tous les continents à l’exception de 

l’Antarctique. En 1977, Silvester a fourni une carte montrant la répartition géographique 

des différents genres de plantes actinorhiziennes, dont certaines espèces ont été introduites 

par l’homme, celui-ci l’ayant fait entrer depuis des siècles dans ses pratiques culturelles et 

culturales (horticoles et reforestation comme Casuarina sp. et Elaeagnus sp.). De ce fait, 

leur répartition géo-écologique est assez disparate ; certaines espèces colonisent les 

forêts tempérées et tropicales, d’autres les zones alpines, les milieux semi-arides 

(Cercocarpus et Allocasuarina) et les zones lacustres (Alnus sp. et M. gale) (Moiroud, 

1996 ; Dawson, 2008 ; Bargali, 2011). D’après les recherches effectuées par Gtari et 

Dawson (2011), le continent africain regroupe 6 familles, 9 genres et 38 espèces de 

plantes actinorhiziennes parmi lesquelles 21 espèces sont natives (comme A. glutinosa) et 

17 espèces sont exotiques (comme les Casuarinacées). 

Espèces pionnières par excellence et espèces édificatrices en raison de leur rôle dans 

l’évolution de la roche mère vers un sol véritable, les plantes actinorhiziennes poussent 

dans des sols perturbés ou pauvres en azote : sols miniers, dunes de sables, toundra 

arctique, moraines glaciaires, et dépôts volcaniques (Moiroud, 1996 ; Bargali, 2011). 

L’aspect morphologique de quelques plantes actinorhiziennes est représenté sur la 

Figure 2. 

1.3. Importance et utilisation 

La symbiose actinorhizienne constitue, après la symbiose Légumineuses-Rhizobium, le 

deuxième grand groupe de symbioses racinaires fixatrices d’azote chez les plantes. Elle 



Figure 2 : Aspect morphologique de quelques plantes actinorhiziennes. 

A : Datisca cannabina ; B : Casuarina equisetifolia ; C : Allocasuarina decaisneana ;              
D :  Alnus glutinosa ; E : Discaria trinervis. 

A B 

C D 

E 
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présente en effet un taux de fixation d’azote équivalent à celui de la symbiose rhizobienne, 

allant jusqu'à 300 kg N2/ha/an pour l'aulne rouge et 288 kg N2/ha/an chez des plantations 

de Casuarina en Egypte (Zavitovski et Newton, 1968 ; Diem et Dommergues, 1990). Les 

plantes actinorhiziennes ont un rôle écologique important et sont largement utilisées en 

agroforesterie pour enrichir les sols et améliorer les rendements des cultures associées 

(Zhong et al., 2010). Elles sont également impliquées dans des programmes de 

reboisement, de mise en valeur de zones désertiques, de réhabilitation de toutes sortes de 

sites dégradés par l’activité humaine, de production de bois de chauffage et de pâte à 

papier, ou encore utilisées comme plantes ornementales. D’autres espèces comme 

Hippophae rhamnoides sont cultivées pour des fins phytopharmaceutiques et 

nutritionnelles (contenu en vitamine C) (Ribeiro et al., 2011). 

1.4. La famille des Casuarinacées 

La famille des Casuarinacées appartient à l’ordre des Fagales, regroupe 4 genres, 

Allocasuarina, Casuarina, Ceuthostoma et Gymnostoma, et 90 espèces dont l’aire 

d’origine s’étend de l’Australie aux Iles du Pacifique et au sud-est de l’Asie (National 

Research Council, 1984 ; Dommergues et al., 1999). Ces plantes sont caractérisées par des 

feuilles réduites à des écailles verticillées cornées leur permettant de résister à des climats 

chauds et secs. Ces espèces arbustives comprennent des essences tropicales, subtropicales 

ou méditerranéennes, où elles peuvent croître sur les différents types de sols et à 

différentes altitudes (0 à 3000 m) (National Research Council, 1984 ; Diouf et al., 2008). 

On les retrouve sur les sites marécageux, les bords des mares, les estuaires, les mangroves, 

les forêts ouvertes, parfois près des fronts de plage. On peut citer l’ex. de C. collina, espèce 

endémique de la Nouvelle-Calédonie qui se développe sur des sols dépourvus de matière 

organique, ainsi que sur les sols miniers qu’elle contribue à fixer en profondeur (Jaffré et 

al., 1997). Des botanistes ont découvert des Casuarinas sur l’île Anak Krakatau en 

Indonésie, issue de l’éruption du Krakatoa en 1883, ce qui montre le caractère pionnier de 

ces arbres (Pujic et Normand, 2009 ; Kucho et al., 2010). 

D’autres propriétés intéressantes caractérisent ces arbres actinorhiziens (Diouf et al., 

2008). En effet, ces plantes aux usages multiples ont une croissance rapide, comprise entre 

3 à 5 m par an, leur permettant d’atteindre 40 m de hauteur. Cette croissance rapide est liée 

à la fois à l’interaction symbiotique avec Frankia qui permet de pallier une éventuelle 



Figure 3 : Plantation et utilisation des Casuarinacées. 

A  : Protection des cultures maraîchères au Sénégal par les Filaos ; B : Utilisation de C. 
glauca comme brise-vent en Egypte ; C : Utilisation de C. equisetifolia en Algérie pour la 
restauration des sols dégradés ; D : Utilisation de Casuarina en agroforesterie en Chine ;        
E : Utilisation de C. collina en Nouvelle-Calédonie pour la restauration des sols dégradés ; 
F : Plantation de Casuarina au Sénégal pour la fixation des dunes de sable ; G : Filaos en 
pépinière au Sénégal. 

A B C 

D 

E 

F 
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carence en azote des sols, et à des interactions avec des champignons ecto- et 

endomycorhiziens qui favorisent l’acquisition du phosphate, protègent les racines de 

certains pathogènes et contribuent à une meilleure absorption de l’eau (Diem, 1996). Par 

ailleurs, en condition de carence en fer ou en phosphate, certaines espèces de Casuarinas 

comme C. glauca peuvent différencier des racines courtes et compactes appelées racines 

protéoïdes, qui favorisent l’assimilation de ces éléments (Duhoux et al., 2000 ; Lambers et 

al., 2006). Certaines espèces sont également résistantes à certains stress abiotiques comme 

les métaux lourds, la sécheresse (Allocasuarina decaisneana), ou la salinité (C. glauca et 

C. obesa) (Sayed, 2011). 

Grâce à leurs propriétés remarquables, les Casuarinacées jouent un rôle 

environnemental très important dans les régions arides et semi-arides, en particulier C. 

equisetifolia, C. cunninghamiana et C. glauca (Figure 3). Ces espèces sont largement 

utilisées sous forme de barrières arbustives pour préserver les cultures vivrières du vent et 

de l’ensablement, et pour protéger les zones côtières des typhons et des tsunamis. Des 

barrières vertes de 9700 ha et 800000 ha ont été respectivement plantées au Sénégal et au 

Sud de la Chine pour stabiliser les dunes du littoral et protéger les cultures (Mailly et al., 

1994 ; Zhong et al., 2010 ; Ndoye et al., 2011). En 2007, un projet financé par la Banque 

mondiale a été initié en Inde pour renouveler les plantations de C. equisetifolia dans les 

zones côtières des provinces de Tamil Nadu et du Kerala. Ces arbres avaient en effet 

démontré leur rôle protecteur lors du tsunami de décembre 2004 (Abraham, 2005 ; Braatz 

et al., 2006 ; Vikram Reddy et Subramanean, 2010). Les Filaos interviennent aussi pour 

lutter contre l’érosion des sols et prévenir la désertification des terrains ou enrichir le sol 

par l’apport de litière riche en azote et matières organiques (Benson et Silvester, 1993). 

Afin de lutter contre la désertification en Algérie, le programme du « barrage vert » a 

été lancé dans les années 70, consistant en une bande boisée de 1200 kilomètres de long 

sur 20 kilomètres de large. Parmi les espèces choisies, on trouve l'olivier de bohème et les 

Casuarinas (Bensaïd, 1995). En Algérie, les Casuarinas sont souvent utilisés comme brise-

vent associés aux cultures maraîchères, pour la réhabilitation des anciennes carrières, pour 

prévenir les glissements de terrains grâce à leur système racinaire, et aussi comme plantes 

ornementales en zone urbaine. 



Souches 

de Frankia 

Plante hôte Origine 

géographique 

ArI3 

AgP 

AgKG'84/4 

Avcll 

Thr 

 CcI3 

CeI2 

CeFl-82 

MgI8 

Alnus rubra 

A. glutinosa 

A. glutinosa 

A. viridis crispa 

Casuarina cunninghamiana 

C. cunninghamiana 

C. equisetifolia 

C. equisetifolia 

Myrica gale 

Oregon, USA 

Pays-Bas 

Allemagne 

Ontario, Canada 

Egypte 

Floride, USA 

Floride, USA 

Florida, USA 

Ontario, Canada 

 Tableau 2 : Origines de quelques souches de Frankia (D’après Van Ghelue et al., 1997).  
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2. Le partenaire bactérien : Frankia

2.1. Isolement 

C’est en 1959 que Pommer décrit pour la première fois une culture pure de Frankia 

obtenue à partir des nodules d'Alnus glutinosa, mais son travail n'a pas été couronné de 

succès suite à la perte de la souche bactérienne (Normand et al., 1996). À la différence 

des Rhizobiums qui ont été isolés depuis 1800, la première souche de Frankia CpI1 a 

été isolée en 1978 à partir de Comptonia peregrina (Myricaceae) (Callaham et al., 

1978). Il faudra attendre 1982 pour que Diem et ses collaborateurs réussissent à obtenir 

une culture pure de Frankia symbiotique de Casuarina equisetifolia. Le Tableau 2 

présente l’origine de quelques souches de Frankia (Van Ghelue et al., 1997). 

Cependant, certaines souches de Frankia ne peuvent être cultivées à l’état libre ; c’est le 

cas pour les symbiotes présents dans les nodules des Coriariaceae, Datiscaceae, 

Rosaceae et de Ceanothus (Ramnaceae) (Benson et Silvester, 1993 ; Normand et al., 

1996 ; Hahn, 2008). Récemment, l'isolement d’actinobactéries des genres Nocardia, 

Streptomyces et Micromonospora a été décrit à partir de nodules de plusieurs plantes 

hôtes : C.  equisetifolia (Valdés et al., 2005), Coriaria myrtifolia (Trujillo et al., 2006), 

Discaria  trinervis (Solans et Vobis, 2003), A. glutinosa, C. glauca et E. angustifolia 

(Ghodhbane-Gtari, 2010). 

2.2. Taxonomie et spécificité d’hôte 

Les bactéries responsables de la formation des actinorhizes ont été classées dans le 

phylum des actinobactéries qui représente l’une des plus grandes unités taxonomiques du 

domaine des Procaryotes (Garrity et al., 2003). Frankia est un actinomycète de la famille 

des Frankiaceae, de l’ordre des actinomycétales, du sous-ordre des Frankineae, et de la 

sous-classe des Actinobacterideae. Ces bactéries telluriques ont été découvertes en 1886 

par Brunchrost et classifiées plus tard comme actinomycètes filamenteux à croissance lente 

par Krebber en 1932 (Lechevalier, 1994). 

Frankia a été caractérisé au niveau taxonomique grâce à une analyse comparative des 

séquences des gènes nifH codant la nitrogénase réductase, glnII qui code la glutamine 

synthétase II (Cournoyer et Lavire, 1999 ; Hahn, 2008 ; Nouioui et al., 2011) et du gène 



Figure 4 : Étude phylogénique des plantes actinorhiziennes et des souches de Frankia 
(D’après Wall, 2000). 

Intra : Infection intracellulaire ; Inter : Infection intercellulaire.  
Les Fagales, Cucurbitales, et Rosales sont 3 ordres du clade des Eurosids I, au sein desquels 
certaines espèces interagissent avec Frankia.  
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marqueur le plus utilisé en taxonomie bactérienne, qui est le gène de l’ARN ribosomal 16S 

(Normand et al., 1996). Les résultats de ces études taxonomiques ont permis de répartir les 

différentes souches de Frankia dans 4 groupes différents ou « clusters ». 

Les bactéries appartenant au cluster I infectent les plantes de la famille des Betulaceae, 

Myricaceae et Casuarinaceae, et sont caractérisées par un haut niveau de spécificité 

d’hôte. On cite comme ex. la souche CcI3 symbionte du Filao qui ne peut infecter que 

le genre Casuarina (Torrey et Racette, 1989). Les Frankia du cluster II ont un large 

spectre d’hôte, et sont capables d'infecter les membres des familles des Myricaceae, 

Rhamnaceae, Elaeagnaceae, les Gymnostoma et la famille des Casuarinaceae. Les 

plantes appartenant aux familles des Coriariaceae, Datiscaceae, Rosaceae et 

Rhamnaceae (Ceanothus) sont infectées par les Frankia du cluster III (non encore 

isolées). Le cluster IV regroupe des souches de Frankia atypiques (non-infectives et/ou 

non-fixatrices d'azote) isolées à partir des nodules de plusieurs plantes actinorhiziennes 

telles que Coriaria, Datisca et Purshia. Ramirez-Saad et son équipe (1998) ont démontré 

que les nodules racinaires de Ceanothus caeruleus contiennent, en plus de Frankia 

typiques, des actinobactéries phylogénétiquement liées mais non-fixatrices d'azote et 

incapables de nodulation.    La Figure 4 représente des arbres phylogénétiques incluant 

des Frankia de tous les groupes de plantes actinorhiziennes (Wall, 2000). 

2.3. Physiologie et morphologie 

Frankia est un microorganisme hétérotrophe, chimioorganotrophe, microaérophile, 

mésophile et neutrophile (Lechevalier, 1994). À la différence des Rhizobiums (bactéries à 

Gram négatif), Frankia est une bactérie à Gram positif, filamenteuse, capable de fixer 

l’azote de manière libre au sein de vésicules spécialisées, ou de manière symbiotique 

(Pawlowski et Bisseling, 1996). Les isolats de Frankia peuvent être cultivés en milieu 

liquide, mais très peu de souches sont capables de croître en milieu solide. Elles forment 

alors des colonies en  forme d’étoile de mer, ou des colonies diffuses avec un réseau lâche 

d’hyphes, ou encore des colonies compactes avec des hyphes poussant profusément en 

périphérie. Du fait de leur croissance radiale, les bactéries du genre Frankia ont longtemps 

été considérées comme des champignons (Figure 5 A). 

In vivo comme in vitro, l’actinomycète présente trois types de structures (Normand et al., 

1996) (Figure 5 B-C) : 



Figure 5 : Observation de Frankia à l’état libre et à l’état symbiotique. 

A : Colonie de Frankia sur gélose. La bactérie filamenteuse développe des hyphes de façon 
radiale autour de la spore (s) (x200) ; B : Anatomie de Frankia (souche ACN1a) à l’état 
libre. Trois structures caractéristiques de Frankia : les vésicules (v), les hyphes (h) et les 
sporanges (s) (x1000) ; C : Coupe longitudinale d’un lobe nodulaire actinorhizien envahi  
par les hyphes de Frankia (barre d’échelle = 200 μm). 
A : D’après Duhoux et Nicole, 2004 ; B : D’après Kucho et al., 2010 ; C : D’après Cesari, 
2009. 

h 

s 

v A B C 
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- Les hyphes (ou filaments) ramifiés qui constituent la forme végétative et forment un 

mycélium. 

- Les diazovésicules qui sont des cellules sphériques dans lesquelles s’effectue le 

processus de fixation biologique de l’azote. Elles sont différenciées en condition de 

carence azotée et observées en position terminale des hyphes. La présence de 

couches lipidiques d’hopanoïdes autour des vésicules assure la protection du 

complexe nitrogénase contre une inactivation par l’oxygène (Tisa et Ensign, 1987 ; 

Silvester et al., 2008). 

- Les sporanges multiloculaires sont formés en condition d’épuisement du milieu de 

culture et dans les nodules âgés. Ils constituent une forme reproductive et de 

résistance du microorganisme (Schwintzer, 1990). 

2.4. Connaissances des génomes de Frankia 

Le génome de Frankia est caractérisé par une teneur élevée en Guanine+Cytosine (GC), 

soit plus de 70% (Benson et Silvester, 1993 ; Normand et al., 1996). En 2007, trois souches 

de Frankia ont été séquencées, CcI3, ACN14a, et EAN1pec, respectivement symbiotes de 

C. glauca, A. glutinosa et E. angustifolia. Les résultats mettent en évidence une taille des 

génomes extrêmement variable, allant de 5,4 Mb (avec près de 5300 gènes) pour CcI3, à 

9,0 Mb (9000 gènes) pour EAN1pec (Normand et al., 2007 ; Mastronunzio et al., 2009 ; 

Pujic et Normand, 2009). Récemment, la souche de Frankia symbiote obligatoire de 

Datisca glomerata a été séquencée. Son génome circulaire a une taille de 5,32 Mb (Persson 

et al., 2011). 

La recherche de séquences homologues aux gènes nodA, B, C de Rhizobium impliqués 

dans la synthèse des lipo-chito-oligosaccharides (ou facteurs Nod) servant de molécule 

signal lors de l’interaction symbiotique avec les Légumineuses, a révélé l’absence 

d’homologie avec nodA codant une acyl-transférase, dans les souches CcI3, ACN14a, et 

EAN1pec (Normand et al., 2007 ; Alloisio et al., 2010). Des séquences présentant entre 35 

et 45% d’homologie avec nodB (codant une déacétylase) ont été identifiées et des 

séquences homologues à 25-42% ont été observées pour nodC codant une N-acétyl-

glucosamine transférase. Ces résultats suggèrent que les molécules signal de Frankia 

pourraient être de nature différente de celle des facteurs Nod de Rhizobium. Neuf autres 

souches de Frankia sont en cours de séquençage (Luis Tisa et collaborateurs, University of 



Figure 6 : Modes d’infection et organogenèse d’un lobe nodulaire chez les plantes 
actinorhiziennes (D’après Perrine-Walker et al., 2011). 

A : Pénétration de l’hyphe par le poil absorbant ; B : Formation de prénodule ;            
C : Primordium nodulaire infecté par Frankia ;  D : Pénétration de l’hyphe à travers la 
lamelle moyenne ; E : Progression des hyphes dans les espaces intercellulaires ;          
F : Infection du primordium nodulaire. (cc) : cellules corticales ; (h) : hyphes de Frankia ; 
(p) : péricycle ; (pa) : poil absorbant ; (pn) : primordium nodulaire ; (px) : pôle de xylème ; 
(vc) : vascularisation centrale. 

Infection intracellulaire h p 

Infection intercellulaire 

-A- -B- -C- 

-D- -E- -F- 
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New Hampshire, résultats non publiés). 

Encore peu de données sont disponibles pour ces microorganismes du fait de leur 

croissance lente (temps de génération environ égal à 15 h) et de l’absence d’outils 

d’analyse génétique. Les tentatives de transduction (transfert de gènes par un 

bactériophage), conjugaison (transfert par un plasmide conjugatif), transformation par 

électroporation ou encore de mutagenèse par transposon qui permettraient de révéler les 

gènes clés du processus de nodulation chez le partenaire bactérien, ont échoué (Cournoyer 

et Normand, 1992 ; Benson et Silvester, 1993 ; Myers et Tisa, 2003 ; Normand et Mullin, 

2008 ; Franche et al., 2009). Il en est de même des expériences entreprises pour 

complémenter avec de l’ADN de Frankia des mutants de Rhizobium affectés dans le 

processus de nodulation. Les études du transcriptome et du protéome du microorganisme 

apportent cependant des éléments d’information intéressants (Alloisio et al., 2007 et 2010). 

Malheureusement, l’absence de système d’analyse génétique de l’actinomycète constitue 

une limitation majeure pour l’étude des symbioses actinorhiziennes, et plus 

particulièrement pour l’analyse et la validation fonctionnelle des gènes candidats 

bactériens potentiellement impliqués dans le processus symbiotique (Lavire et Cournoyer, 

2003 ; Normand et Mullin, 2008 ; Kucho et al., 2010). 

3. Établissement de la symbiose actinorhizienne

3.1. Processus d'infection 

Deux modes d'infection ont été décrits chez les plantes actinorhiziennes : la voie 

intracellulaire (pénétration par le poil absorbant) et la voie intercellulaire (pénétration entre 

les cellules épidermiques des racines) (Figure 6) (Duhoux et al., 1996 ; Perrine-Walker et 

al., 2011 ; Franche et Bogusz, 2012). Selon Berry et Sunnel (1990), le type d’infection 

dépend de la plante hôte, une même souche de Frankia pouvant, selon l’espèce végétale, 

induire l’organogenèse nodulaire par un processus d’infection intra- ou intercellulaire. 

3.1.1. Infection intracellulaire 

L'infection de type intracellulaire est caractéristique des genres Myrica, Comptonia, 

Alnus, Casuarina et Allocasuarina (Callaham et al., 1979). Elle commence par une 

déformation des poils racinaires (dans la zone d’élongation) dans les premières 24 h après 
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inoculation avec Frankia (Van Ghelue et al., 1997). Suivant les espèces, tous les poils 

racinaires (par ex. Casuarina) (Torrey, 1976) ou seulement quelques-uns (par ex. 

Comptonia) se courbent, et seuls les jeunes poils racinaires en croissance et pas encore 

complètement différenciés sont aptes pour l’infection (Callaham et al., 1979). 

Le(s) facteur(s) déformant(s) de Frankia demeure(nt) à ce jour de nature inconnue 

(Franche et Bogusz, 2012). Les travaux de Cérémonie et al. (1999) ont mis en évidence 

que ces facteurs sont secrétés dans le milieu de culture de Frankia, inductibles par des 

exsudats racinaires, actifs à une dilution de 10-6, et leur synthèse est inhibée par des ions 

nitrate ou ammonium. Les analyses biochimiques réalisées sur la souche ACN14 

symbiotique de l’aulne montrent que les facteurs déformants sont thermostables (pas de 

perte d’activité après 20 min à 120°C), de petite taille (moins de 10 kDa), hydrophiles et 

non dégradés par des pronases et certaines chitinases. 

Après l’échange de signaux entre la plante hôte et le microorganisme compatible, les 

filaments de Frankia digèrent partiellement la paroi primaire dans la zone de courbure des 

poils absorbants et pénètrent par invagination à l'intérieur des cellules végétales (Figure 6 

A) (Callaham et Torrey, 1977) où ils sont encapsulés à l’extrémité du poil racinaire par le

plasmalemme de l’hôte et par une matrice polysaccharidique d’origine végétale, 

constituant ainsi une structure équivalente au cordon d’infection observé chez les 

Légumineuses (Berg, 1999). Ce cordon d’infection permet la progression des hyphes de 

l’actinomycète dans les cellules corticales de la plante hôte. 

Suite à l’infection par Frankia des divisions sont observées dans les cellules corticales 

de la racine, dans une zone proche des poils absorbants infectés, ce qui entraîne 

l’apparition d’une protubérance à la surface de la racine, appelée « prénodule » (Figure 

6 B). Les filaments de Frankia croissent et se ramifient dans ce massif cellulaire et 

envahissent certaines cellules nouvellement formées, provoquant leur hypertrophie 

(Duhoux et al., 1996 ; Laplaze et al., 2000a). La fonction de ce prénodule n’est pas encore 

très bien comprise ; il pourrait représenter une forme ancestrale de nodule proche de celle 

observée chez les Légumineuses. Ce prénodule fixe l’azote et constitue une étape 

obligatoire dans la formation du lobe nodulaire, mais il n’évolue jamais en nodule (Laplaze 

et al., 2000a). En effet, le primordium nodulaire est initié suite à des divisions observées 

dans les cellules du péricycle situées en face d’un pôle de protoxylème et près du site 

d’infection (Figure 6 C). Ce primordium a une structure de racine ; il croît en traversant 

des régions du cortex de la racine qui ne sont pas encore infectées par le microorganisme. 



 Figure 7 : Coupe longitudinale d’un lobe nodulaire actinorhizien (D’après Franche et al., 
1998). 

A : Nodule dépourvu de racine nodulaire (Alnus sp.) ; B : Nodule avec racine nodulaire 
(Casuarina sp.). (end) : endoderme ; (pe) : périderme ; (per) : péricycle ; (rn) : racine 
nodulaire ; (tv) : tissu vasculaire central ; (1): Zone méristématique ; (2) : Zone d’infection ; 
(3) : Zone de fixation ; (4) : Zone de sénescence. 
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La dernière phase du processus est l’infection du lobe nodulaire en formation. Les 

hyphes progressent depuis les cellules infectées du prénodule, en direction du lobe 

nodulaire, et envahissent progressivement les cellules corticales du jeune lobe nodulaire. 

Ces cellules infectées vont peu à peu s’élargir et leur paroi va s’enrichir en lignine. La mise 

en place de l’activité fixatrice d’azote s’accompagnera en général par la différenciation de 

vésicules chez Frankia. Chez quelques espèces cependant, comme dans la famille des 

Casuarinacées, il n’y a pas différenciation de vésicules au sein des nodules. 

3.1.2. Infection intercellulaire 

L’infection intercellulaire est considérée comme plus primitive (Madsen et al., 2010). 

Elle a été décrite chez plusieurs espèces dont les genres : Eleagnus, Hippophae, 

Shepherdia, Ceanothus, Cercocarpus et l’arbuste de Patagonie Discaria (Miller et Baker, 

1986 ; Valverde et Wall, 1999 ; Franche et Bogusz, 2012). 

Ce mode d’infection débute par la pénétration de Frankia à travers la lamelle moyenne 

entre deux cellules du rhizoderme de la racine et les hyphes progressent de façon 

intercellulaire dans l'apoplaste (Figure 6 D-E). Aucune déformation, ni ramification des 

poils racinaires, ni même formation de prénodule, n’est associée à ce type d’infection. 

Comme pour l'infection intracellulaire, des divisions sont induites au niveau du péricycle et 

donnent naissance à un primordium nodulaire. Les hyphes deviennent intracellulaires en 

pénétrant, après encapsulation, dans les cellules (Figure 6 F). 

3.2. Structure, morphologie et originalité de l’actinorhize 

3.2.1. Structure de l’actinorhize 

 Le développement du primordium infecté donne naissance au lobe nodulaire qui se 

présente comme une structure oblongue avec un méristème apical, un cylindre central 

vascularisé non-infecté, et un cortex organisé en quatre zones qui correspondent aux 

différents stades du processus d’infection (Figure 7) (Franche et al., 1998 ; Pawlowski, 

2009) : 

-   La zone I correspond à la zone méristématique dépourvue de Frankia. Cette zone est 

responsable de la croissance indéterminée du lobe nodulaire. 

-  La zone II adjacente au méristème apical est la zone d’infection dans laquelle des 



Figure 8 : Plasticité racinaire chez les plantes actinorhiziennes en cas de carence en 
éléments nutritifs. 

A : Racine protéoïde de Casuarina glauca (carence en phosphate) ; B : Prénodule dans la 
racine latérale de C. glauca (carence en azote et infection par Frankia) ; C : Nodule 
coralloïde de C. glauca avec racines nodulaires ; D : Nodules âgés de C. glauca ;            
E : Nodules caulinaires de C. cunninghamiana ; F : Nodule coralloïde de Discaria trinervis 
sans racines nodulaires. 
E : D’après Prin et al., 1991. 

B 

C D 

E F 

A 



Étude bibliographique 

19 

hyphes de Frankia infectent les cellules corticales nouvellement formées (Berg, 

1999). À ce stade, les diazovésicules ne sont pas encore différenciées, ce qui indique 

que les bactéries ne fixent pas encore l’azote. 

-  La zone III appelée zone de fixation, est constituée de cellules non-infectées (riches 

en polyphénols chez certaines espèces comme C. glauca) et de cellules infectées 

hypertrophiées dans lesquelles Frankia fixe activement l’azote (Pawlowski et 

Bisseling, 1996 ; Pawlowski, 2009). Ces cellules sont caractérisées par une 

autofluorescence des parois (comme chez les Casuarinacées) en raison d'un dépôt de 

lignine et par la relocalisation des organites (réticulum endoplasmique, vacuoles et 

polyribosomes) en périphérie de la cellule, suite au développement des filaments de 

Frankia. Cette zone de fixation est caractérisée par une forte activité mitochondriale 

(Berg et Mc Dowell, 1987). 

-  La zone IV ou  zone de sénescence chez les nodules âgés, dans laquelle les cellules 

végétales et bactériennes dégénèrent et la fixation d'azote cesse. Frankia produit des 

sporanges à ce stade. 

3.2.2. Morphologie et originalité de l’actinorhize 

La formation du nodule actinorhizien requiert un programme d’organogenèse induit par 

la présence du microsymbiote. Les actinorhizes sont formés de plusieurs lobes qui 

apparaissent successivement à la base du premier lobe et se ramifient en formant une 

structure coralloïde (Duhoux et al., 1996 ; Persson et Huss-Danell, 2009). Leur nombre 

varie selon les espèces. Les nodules actinorhiziens sont des structures pérennes pouvant 

parfois atteindre une taille de plus de 20 cm. Les jeunes lobes nodulaires sont initiés en 

périphérie des nodules les plus âgés.  

Chez Myrica et Casuarina, les lobes nodulaires sont prolongés à l’apex par une racine 

nodulaire dépourvue de Frankia, possèdant un gravitropisme négatif. Celle-ci jouerait 

un rôle dans les échanges gazeux. Chez Discaria, Allocasuarina ou Alnus, les lobes 

nodulaires ne possèdent pas ou très rarement de racine nodulaire. 

In fine, le nodule actinorhizien peut être comparé à une « racine latérale symbiotique », 

à la fois en raison de son origine (division des cellules du péricycle situées en face du pôle 

de xylème) et de son anatomie (vascularisation centrale) (Pawlowski et Bisseling, 1996 ; 

Pawlowski et Sprent, 2008). La Figure 8 représente la différenciation de structures 



Figure 9 : Évolution des endosymbioses racinaires (D’après Kistner et Parniske, 2002). 
  
Les symbioses les plus anciennes sont les symbioses mycorhiziennes à arbuscules (AM) qui 
datent de 460 millions d’années (MA). Ce type de symbiose concerne les grandes lignées du 
règne végétal (cératophylles, lycopodes, les fougères…). Les symbioses les plus récentes 
sont les endosymbioses nodulaires fixatrices d’azote qui datent de la fin du Crétacé (65 
MA). Les plantes nodulées appartiennent au clade des « Eurosids I ». Les études de 
phylogénie suggèrent que les symbioses fixatrices d’azote ont évolué à partir d’un ancêtre 
commun qui avait la capacité à former des endomycorhizes. 

Figure 10 : Dialogue moléculaire Nod-dépendant du couple symbiotique Légumineuse- 
Rhizobium. 
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racinaires chez les plantes actinorhiziennes et la morphologie des actinorhizes. 

III. Aspects évolutifs et moléculaires des symbioses fixatrices d’azote

1. Aspects phylogénétiques et évolutifs

La capacité à former une symbiose avec Frankia ne se retrouve pas forcément au niveau 

d’une même famille, ni même d’un genre. Par ex. Dryas drumondii est la seule espèce 

actinorhizienne de ce genre. 

Cependant, les études de phylogénie moléculaire basées sur l’analyse des gènes 

chloroplastiques rbcL et atpB, et de l’ADNr 18S ont montré que toutes les Angiospermes 

qui ont l'aptitude à former des nodules fixateurs d'azote sont réunies dans un unique clade, 

celui des « Rosids I », appelé plus tard « Eurosids I » (Chase et al., 1993 ; Soltis et Soltis, 

2000 ; Gtari et Dawson, 2011). Ce clade est subdivisé en quatre sous-clades : les Rosales, 

les Fagales, les Cucurbitales et les Fabales, au sein desquelles on trouve des plantes 

actinorhiziennes, les Légumineuses et la non-Légumineuse Parasponia sp. qui s’associent 

aux Rhizobiums. Par ailleurs, ce clade « Eurosids I » inclut des plantes non-symbiotiques, 

ce qui indique que l'ancêtre commun ne devait pas être lui-même symbiotique mais devait 

posséder une certaine prédisposition à former des endosymbioses racinaires (Figure 9) 

(Soltis et al., 1995). Cet ancêtre aurait recruté certains gènes de la voie de transduction des 

endomycorhizes arbusculaires apparues il y a environ 450 MA, pour permettre 

l’établissement des endosymbioses fixatrices d’azote (Parniske, 2008). Les équipes de 

Soltis et al. (1995) et de Swensen (1996) ont également suggéré que la capacité 

symbiotique serait apparue de manière indépendante au moins quatre fois au cours de 

l'évolution chez les Légumineuses (Doyle et Luckow, 2003) et chez les plantes 

actinorhiziennes (Swensen, 1996). 

2. Aspects moléculaires de la symbiose rhizobienne

2.1. Dialogue moléculaire entre les partenaires symbiotiques 

La reconnaissance mutuelle de la plante et du microorganisme symbiotique est le 

résultat d’un dialogue moléculaire entre les deux partenaires (Figure 10). Dans le sol, les 



Figure 11 : Réponses physiologiques de la plante aux facteurs Nod (D’après Downie et 
Walker, 1999). 

i-v : Réponses primaires ; vi-x : Réponses secondaires. 
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Légumineuses exsudent, par l’intermédiaire de leurs racines, une grande quantité de 

composés carbonés : acides organiques, acides aminés, vitamines, sucres et composés 

phénoliques (Perret et al., 2000). C’est parmi ces derniers que l’on trouve les flavonoïdes 

issus du métabolisme secondaire, qui vont jouer un rôle important au cours de la symbiose 

rhizobienne (Bhattacharya et al., 2010). 

L’émission des flavonoïdes permet en effet l’attraction des bactéries dans la 

rhizosphère, par chimiotactisme. De plus, ces composés phénoliques ont une fonction de 

signalisation. Ils sont capables d’activer le régulateur transcriptionnel NodD qui va se fixer 

sur la « boîte nod », une région promotrice des gènes de nodulation, et induire l’expression 

des gènes de nodulation communs (nodABC) présents chez la plupart des Rhizobiums 

(Fisher et al., 1988). Ces gènes nod sont impliqués dans la biosynthèse de molécules 

symbiotiques de nature lipo-chito-oligosaccharidiques appelées facteurs Nod (NFs) 

(Lerouge et al., 1990). Les NFs sont constitués d’un squelette d’oligomère de chitine 

comprenant de 3 à 5 résidus de N-acétyl glucosamine, substitués par une chaîne d’acide 

gras au niveau du résidu glucosamine terminal ayant une extrêmité non-réductrice. La 

structure de l’acide gras, ainsi que les diverses substitutions aux extrêmités de cette 

structure de base (acétylation, sulfatation, méthylation, fucasylation,...) sont 

caractéristiques de chaque espèce de Rhizobium (Dénarié et al., 1996). Il faut cependant 

noter que le séquençage du génome des souches ORS278 et BTAi1 de bradyrhizobia a 

révélé l'absence des gènes nod communs, et donc l’absence de synthèse de NFs (Giraud et 

al., 2007). Cette découverte remet en question l'universalité d’un dialogue moléculaire 

Légumineuses-Rhizobium régi par les NFs. 

 Réponses physiologiques de la plante aux NFs

La perception des NFs par le partenaire plante engendre des réponses 

physiologiques (Figure 11). Des réponses primaires apparaissent quelques secondes ou 

quelques minutes après leur perception et comprennent un flux rapide d’ions, une 

dépolarisation membranaire, des oscillations calciques (au niveau du cytosol) et une 

réorganisation du cytosquelette observée au niveau du poil absorbant. Des réponses 

tardives apparaissent dans les heures et les jours qui suivent l’application des NFs aux 

Légumineuses, comme l’expression des gènes de nodulines précoces « Early NODulin 

genes » (ENOD) utilisés comme marqueurs de la mise en place de la symbiose (Journet et 
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partie C-terminale (C) ; B : La protéine NFP (595 aa) de la famille des LysM-RLK 
présente de la partie N-terminale à la partie C-terminale (C), un peptide signal (PS) suivi 
de trois répétitions Lysin-motif (LysM) entrecoupées par deux motifs riches en cystéine 
(CxC), d’un domaine transmembranaire (DTM) et d’un domaine sérine/thréonine kinase 
(DSTK).  

Figure 13 : Représentation 
schématique des domaines 
LysM-RLKs et organisation en 
domaines du récepteur kinase 
NFP de type LysM-RLKs chez 
Medicago truncatula (D’après 
Arrighi et al., 2006). 
 
A : Structure tridimentionnelle 
des 3 domaines LysM.-RLKs de 
la partie N-terminale (N) à la  

Figure 12 : Localisation histochimique 
de l’activité GUS (ß-glucuronidase) dans 
les racines transgéniques de Medicago 
truncatula au cours de l’infection par 
Sinorhizibium meliloti, à l’aide d’une 
construction PromENOD11::GUS 
(D’après Journet et al., 2001). 
 
A : Expression  épidermique  de GUS au 
niveau des poils absorbants à 18 h post-
inoculation par S. meliloti ; B : À 3 jours  
 
 
post-inoculation, l’activité GUS est visible au niveau des sites d’infection (flèches), et au 
niveau du cortex et de l’épiderme du primordium nodulaire ; C : À 3 semaines post-
inoculaton, la coloration GUS est restreinte à l’apex correspondant au méristème et à la 
zone de fixation. Barre d’échelle = 900 µm (A), 250 μm (B), 200 µm (C). 
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al., 2001) et la division cellulaire des cellules corticales (Downie et Walker, 1999 ; Geurts 

et Bisseling, 2002). Chez Medicago truncatula, une de ces nodulines précoces, ENOD11, a 

été très étudiée (Journet et al., 2001). Le gène Enod11 est exprimé dans l’épiderme des 

racines durant la pré-infection par Rhizobium (Figure 12 A), et répond également aux NFs 

purifiés (Catoira et al., 2000). Son expression est ensuite observée durant les différentes 

étapes du processus symbiotique, dans les cellules en cours d’infection par Rhizobium 

(Figure 12 B-C) (Boisson-Dernier et al., 2005). 

2.2. Modèle de la voie de signalisation des facteurs Nod chez les Légumineuses 

Depuis l’identification des NFs en 1990, et grâce notamment au développement des 

outils de génétique et de génomique chez les Légumineuses modèles M. truncatula (la 

luzerne) et Lotus japonicus (le lotier), les connaissances des mécanismes moléculaires 

impliqués dans le dialogue entre la bactérie et la plante ont beaucoup progressé. Ainsi, 

chez les Légumineuses, plusieurs gènes impliqués dans la perception et la transduction des 

facteurs de nodulation de Rhizobium ont été isolés et caractérisés (Kouchi et al., 2010 ; 

Madsen et al., 2011 ; Oldroyd et al., 2011). Le criblage de mutants incapables de former 

des nodules (Nod-) a permis de disséquer la cascade de signalisation, et donc d’élaborer un 

schéma de voie de transduction du signal Nod (Kouchi et al., 2010 ; Madsen et al., 2011). 

2.2.1. La perception des signaux bactériens par les récepteurs de la plante 

 Les NFs bactériens sont perçus et interprétés par la plante via la cascade signalétique. 

Cette perception engendre des réponses physiologiques de la plante telles que les 

oscillations calciques au niveau du poil absorbant (Wais et al., 2002 ; Oldroyd et Downie, 

2004). Des gènes codant pour des protéines de type sérine/thréonine kinase de la famille 

des LysM-RLKs sont pressentis comme étant les récepteurs aux NFs. Ces protéines 

possèdent trois motifs lysine (LysM) dans leur domaine extracellulaire, un domaine 

transmembranaire et une région intracellulaire contenant un domaine kinase (Figure 13) 

(Madsen et al., 2003 ; Radutoiu et al., 2003 ; Arrighi et al., 2006). Chez M. truncatula, le 

gène NFP « Nod Factor Perception » serait le récepteur de signalisation et le mutant nfp ne 

présente plus aucune réponse primaire induite par les NFs (Ben Amor et al., 2003). Par 

ailleurs, un autre gène nommé MtLYK3 « LYsine motif receptor-like Kinase 3 » serait le 

récepteur d’entrée contrôlant spécifiquement l’infection et notamment la formation du 



Figure 14 : Localisation subcellulaire des protéines NUP85 et NENA chez Lotus japonicus 
et IPD3 chez Medicago truncatula. 

A : Localisation périnucléaire de la GFP dans l’apex des racines transformées avec la fusion 
Prom35S::NUP85::GFP ; B : Expression de la fluorescence rouge à l’aide du marqueur 
ER-GFP dans l’apex des racines transformées avec la construction NENA::RFP ;           
C : Expression de la GFP dans le noyau du poil absorbant chez M. truncatula transformée 
avec la construction Prom35S::IPD3::GFP.  Barre d’échelle = 40 μm (A, B), 10 μm (C). 
A et B : D’après Groth et al.,2010 ; C : D’après Messinese et al., 2007 . 
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cordon d’infection (Limpens et al., 2003 ; Smit et al., 2007). Chez L. japonicus, les plantes 

mutées dans les gènes LjNFR5 et LjNFR1 « Nod Factor Receptor », respectivement 

orthologue de NFP et orthologue putatif de LYK3, ne présentent plus de réponse induite 

par les NFs. Les protéines correspondantes agissent en complexe (Madsen et al., 2003 ; 

Radutoiu et al., 2003). Ainsi, il apparaît que les réponses induites par les NFs chez ces 

deux Légumineuses modèles dépendent de récepteurs LysM-RLKs. Il a été montré par 

ailleurs que l’expression chez M. truncatula du couple de récepteurs LjNFR5/LjNFR1 de L. 

japonicus permet à M. truncatula de former des nodules non-fonctionnels après inoculation 

avec Mesorhizobium loti, symbiote de L. japonicus. Cette formation de nodules dépend de 

la production de NFs par M. loti (Radutoiu et al., 2007). Ces résultats renforcent 

l’hypothèse selon laquelle les LysM-RLKs seraient impliqués dans la perception des NFs. 

Plusieurs études sur des protéines contenant des motifs LysM suggèrent indirectement 

un rôle des LysM-RLKs dans la liaison des NFs. En effet, ce type de domaine a la 

propriété de se lier à des peptidoglycanes (PG) chez de nombreuses bactéries (Bateman et 

Bycroft, 2000). Cependant, la liaison directe des NFs par les LysM-RLKs symbiotiques 

reste à démontrer. 

2.2.2. Dissection de la cascade signalétique chez les Légumineuses 

a. Des gènes communs aux endosymbioses racinaires

En aval des gènes codant pour les récepteurs de type LysM-RLKs, plusieurs gènes 

indispensables à la transduction du signal symbiotique ont été identifiés chez les 

Légumineuses. Ces gènes sont positionnés soit en amont des oscillations calciques 

(« calcium spiking »), soit en aval. Il s’agit des gènes MtDMI1/LjPollux/LjCastor (Ané et 

al., 2004 ; Imaizumi-Anraku et al., 2005 ; Charpentier et al., 2008) codant une protéine 

apparentée à un canal cationique ; du gène MtDMI2/LjSymRK/MsNORK (Endre et al., 

2002 ; Stracke et al., 2002 ; Bersoult et al., 2005 ; Limpens et al., 2005) codant un 

récepteur kinase à domaine LRR ; des gènes LjNUP85, LjNUP133 et LjNENA (Kanamori 

et al., 2006 ; Saito et al., 2007 ; Groth et al., 2010) codant des nucléoporines. Les 

oscillations calciques n’ont plus lieu chez les mutants correspondants, indiquant que ces 

gènes sont situés en amont du « calcium spiking ». L’expression des protéines NUP et 

NENA est présentée sur la Figure 14 A-B. 



Figure 15 : Structure et localisation subcellulaire des protéines DMI1 et DMI2 chez 
Medicago truncatula. 

A : Du coté N-terminal (N) au C-terminal (C), la protéine DMI1 (883 aa) est composée d’un 
domaine riche en proline (DRP) suivi d’un domaine de type « leucine zipper » (DLZ), de 4 
domaines transmembranaires (DTM) et d’un domaine RCK (TrkA-N et TrkA-C) ;          
B : Localisation subcellulaire de la protéine DMI1 au niveau de l’enveloppe nucléaire des 
cellules épidermiques (ce) et des poils absorbants (pa) ; C : La protéine DMI2 (925 aa) se 
compose d’un peptide signal (PS) au niveau de la partie N-terminale (N), d’un domaine 
extracellulaire présentant un domaine NCL, 3 répétions de type « Leucine Rich Repeat » 
(LRR), d’un domaine transmembranaire (DTM) et d’un domaine intracellulaire de type 
sérine/thréonine kinase. A-loop : présente une boucle d’activation au niveau du domaine 
kinase ; D : DMI2 est localisée dans la partie distale de la zone d’infection au niveau de la 
membrane plasmique (flèches) et dans la membrane du cordon d’infection. Les Rhizobiums 
(s) sont colorées avec l’iodure de propidum. Barre d’échelle = 10 µm (B), 20 µm (D). 
A : D’après Peiter et al., 2007 ; B : D’après Riely et al., 2007 ; C : D’après Endre et al., 
2002 ; D : D’après Limpens et al., 2005. 
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D’autres gènes dont les mutants correspondants présentent toujours les événements 

d’oscillations calciques sont aussi requis. Il s’agit du gène MtDMI3/CCaMK (Lévy et al., 

2004 ; Mitra et al., 2004) codant une protéine kinase dépendante du calcium et de la 

calmoduline, et du gène MtIPD3/LjCYCLOPS (Messinese et al., 2007 ; Yano et al., 2008 ; 

Horváth et al., 2011) codant une protéine avec un domaine « coiled-coil » court en C-

terminal (voir Figure 14 C pour la localisation subcellulaire de la protéine IPD3). 

Tous ces gènes présentent la caractéristique d’être également requis pour l’établissement 

de la symbiose mycorhizienne à arbuscule (AM) (Catoira et al., 2000 ; Parniske, 2008 ; 

Groth et al., 2010) démontrant une voie de signalisation symbiotique commune 

(« Common Symbiotic Pathway » ou CSP). Ces résultats renforcent l’hypothèse selon 

laquelle les symbioses nodulaires auraient recruté, au cours de l’évolution, des gènes 

impliqués dans les symbioses AM. 

 Les gènes DMI (Doesn’t Make Infections)

Chez M. truncatula, le gène DMI1 code une protéine similaire à des canaux potassiques 

bactériens (Figure 15 A) (Ané et al., 2004). La protéine active est localisée au niveau de 

l’enveloppe péri-nucléaire (Figure 15 B) (Riely et al., 2007) qui constitue une réserve 

intracellulaire en calcium importante. Ceci suggère son implication dans la régulation de 

l’activité de canaux calciques qui sont à l’origine des oscillations calciques (Peiter et al., 

2007). Les orthologues de DMI1 chez L. japonicus (LjCastor/LjPollux) codent pour des 

canaux cationiques putatifs localisés au niveau de la membrane péri-nucléaire ; ils génèrent 

indirectement le « calcium spiking » (Charpentier et al., 2008). 

Le gène MtDMI2, appelé SymRK « Symbiosis Receptor Kinase » chez le lotier, et 

NORK « NOdulation Receptor Kinase » chez M. sativa, a été isolé pour la première fois en 

2002 grâce à l’analyse de mutants Nod-. De nombreux homologues ont ensuite été clonés 

non seulement chez d’autres Légumineuses, mais aussi chez des espèces non-symbiotiques 

(Markmann et al., 2008). Le gène code pour un récepteur sérine/thréonine kinase de la 

famille des Leucine-Rich-Repeat RLKs (LRR-RLKs) qui est composé d’un domaine 

extracellulaire, un domaine transmembranaire et une région cytosolique contenant un 

domaine kinase (Figure 15 C) (Endre et al., 2002 ; Stracke et al., 2002). 

Lors de l’interaction avec Rhizobium, les racines des mutants symrk- ne présentent pas 

de courbure des poils absorbants. Il n’y a pas d’entrée de la bactérie, ni de formation de 



Figure 17 : Organisation en domaines des facteurs de transcription NSP1, NSP2 et 
localisation subcellulaire de la protéine de fusion NSP2::GFP (D’après Kaló et al., 2005). 

A : NSP1 et NSP2 (554 et 508 aa respectivement) sont composés d’un domaine GRAS 
comprenant 2 « Leucine Heptad Region » (LHRI et LHRII), et des sous domaines VHIID, 
PFYRE et SAW. (N) : Région N-Terminale ; (C) : Région C-Terminale ; B : Une forte 
expression de la GFP est repérée au niveau de l’enveloppe nucléaire et une faible 
expression est localisée dans le réticulum endoplasmique ; la localisation nucléaire est 
indépendante des NFs ; C : Sous l’application des NFs, la fluorescence verte disparait dans 
l’enveloppe nucléaire et diffuse au niveau du noyau ; la localisation périnucléaire est 
dépendante aux NFs. Barre d’échelle = 10 µm (B, C). 

Figure 16  : Intervention du complexe 
protéique HMGR1-NORK dans le 
développement du nodule (D’après 
Kevei et al., 2007). 

Dans le poil racinaire, la perception 
des NFs par la plante implique 
l’interaction des protéines HMGR1 et 
NORK, ce qui mène à la synthèses des 
cytokinines. Le complexe NORK-
HMGR1 pourrait aussi être impliquer 
dans la synthèse et l’accumulation des 
stéroïdes et serait actif au stade 
d’infection par la bactérie, lors de la 
pénétration des Rhizobiums par le 
processus d’endocytose. En plus de 
HMGR, NORK interagit avec d’autres 
protéines qui lui assurent l’engagement 
dans la voie de signalisation 
symbiotique.  
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cordon d’infection (Endre et al., 2002 ; Stracke et al., 2002). Chez M. truncatula, le gène 

DMI2 est exprimé à un niveau basal dans l’épiderme et les cellules corticales racinaires 

avant inoculation. Après infection par Rhizobium, son expression est localisée dans les 

poils racinaires infectés, les cellules corticales situées en aval des cordons d’infection et 

dans la zone II d’infection du nodule mature (Figure 15 D) (Bersoult et al., 2005 ; 

Limpens et al., 2005). Jusqu’à présent, on ignore le mécanisme par lequel DMI2 participe 

à l’activation des oscillations calciques. 

En 2005, Limpens et al. (sur M. truncatula) et Capoen et al. (sur Sesbania rostrata) ont 

utilisé une approche par interférence de l’ARN (ARNi) afin d’étudier l’effet d’une 

extinction du gène SymRK sur la nodulation. Ils ont observé une baisse significative du 

nombre de plantes nodulées. De plus, lorsqu’il y a nodulation, les bactéries ne sont pas 

relarguées du cordon d’infection vers les cellules hôtes ; il n’y a pas de formation de 

symbiosome, ni de fixation d’azote. Le gène semble donc jouer un rôle non seulement dans 

la mise en place de la symbiose, mais aussi lors du développement du nodule. 

La recherche de partenaires de DMI2 par criblage double-hybride de levure a permis 

l’identification de la protéine HMGR1 (3-hydroxy-3-méthylglutaryl-Coenzyme A 

réductase), interagissant avec la région intracellulaire de NORK (Figure 16) (Kevei et al., 

2007). Cette protéine joue un rôle positif dans la nodulation, comme montré par l’absence 

de nodules sur des racines sous-exprimant HMGR1 grâce à une approche ARNi. La 

protéine HMGR1 serait impliquée dans la voie de biosynthèse des mévalonates, 

précurseurs des cytokinines et des stéroïdes (Kevei et al., 2007). 

En aval du gène DMI2/NORK/SymRK se situe le gène DMI3/CCaMK qui sera abordé 

d’une manière détaillée dans le premier chapitre de thèse « Caractérisation du gène 

CgCCaMK ». 

b. D’autres composants moléculaires de la cascade signalétique

En aval de DMI3/CCaMK, de nombreux gènes nécessaires à la formation du nodule 

sont activés chez les Légumineuses comme les régulateurs transcriptionnels NSP1 et NSP2 

« Nodulation Signaling Pathway » qui codent des facteurs de transcription de la famille 

GRAS. La structure protéique de NSP est composée de deux domaines riches en leucine et 

trois domaines conservés (Figure 17 A) (Kaló et al., 2005 ; Smit et al., 2005). NSP1 et 

NSP2 sont localisées dans le noyau avant inoculation par Rhizobium (Figure 17 B-C). 



Figure 19 : Étude de l’expression spatio-temporelle du gène LIN chez Medicago truncatula 
au cours de l’infection par Sinorhizobium meliloti, à l’aide d’une construction 
PromLIN::GUS  (D’après Kiss et al., 2009). 

A : Une faible expression de GUS est localisée dans la région apicale des racines non-
inoculées ; B : Trois jours après inoculation, l’activité GUS serait associée à la division des 
cellules corticales conduisant à la formation du primordium nodulaire ; C :  À 6 jours post-
inoculation, une forte activité GUS est détectée au site d’infection par les Rhizobiums, et au 
point d’émergence des nodules ; D : Dans le nodule mature (21 jours après inoculation), 
une forte activité GUS est limitée à la zone d’infection, au niveau de l’apex racinaire. Barre 
d’échelle = 200 μm. 

Figure 18 : Présentation schématique  en domaines de NIN et LIN de Medicago truncatula. 

A : La protéine NIN (933 aa) est composée de 3 domaines N-terminaux, d’un domaine 
transmembranaire (DTM), d’un domaine RWP de liaison à l’ADN et d’un domaine PB1 
d’interaction protéine-protéine ; B : La protéine LIN (1488 aa) est composée d’un domaine 
U-Box, d’une région Armadillo-Like et de 3 répétitions WD40. (N) : Domaine N-terminal ; 
(C) : Domaine C-terminal. 
A : D’après Marsh et al., 2007 ; B : D’après Kiss et al., 2009.  
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Les oscillations calciques sont toujours observées chez les mutants nsp, mais aucune 

formation de cordon d’infection ni de division des cellules corticales n’est observée. 

D’après Catoira et al. (2000), les gènes NSP ne sont pas requis pour les symbioses AM. 

D’autres facteurs de transcription de la famille des ERFs « Ethylene Response Factor » 

nommés ERN pour « ERF Required for Nodulation », agissent en aval de NSP1 et NSP2 

dans la voie de signalisation NFs (Middleton et al., 2007). ERN1 (chez M. truncatula) est 

codé par le gène BIT1, les mutants bit1-1 et bit1-2 « branching infection threads » 

présentent des cordons d’infection qui n’envahissent pas les cellules corticales 

(Andriankaja et al., 2007 ; Hayashi et al., 2010). 

Il existe d’autres facteurs de transcription permettant l’activation de gènes impliqués 

dans le développement du nodule ; c’est le cas du gène NIN « Nodule INception » chez M. 

truncatula. NIN est un régulateur transcriptionnel positif de l’organogenèse nodulaire et 

de l’infection. Ce gène est induit en présence de bactéries et cette induction dépend des 

gènes NFP, DMI et NSP, ce qui place son rôle en aval des gènes NSP. Chez le mutant 

nin, on observe, lors des stades précoces de l’interaction avec les bactéries, une 

déformation exagérée de poils absorbants, dite de type « Hac », mais les cordons 

d’infection sont rarement formés (Marsh et al., 2007). Les oscillations calciques sont 

toujours présentes, mais aucune activation de division des cellules corticales n’est 

observée et il n’y a pas de formation de nodule. De ces résultats, on peut conclure que 

MtNIN n’est pas indispensable pour le début de la voie de signalisation NFs ; en 

revanche, il est essentiel pour l’organogenèse des nodules. Des homologues du 

gène NIN (voir Figure 18 A pour l’organisation des domaines de MtNIN) ont été 

identifiés chez Arabidopsis thaliana, le riz et L. japonicus (Schauser et al., 2005). 

c. Des gènes requis pour l’infection

    Plusieurs gènes de la voie de signalisation sont requis pour l’infection. Il s’agit par 

ex. du gène IPD3 « Interacting Protein of DMI3 » ou CYCLOPS précédemment 

cités (Messinese et al., 2007 ; Yano et al., 2008). Ce gène a une localisation nucléaire et 

interagit avec la protéine DMI3/CCaMK. Aucun phénotype de nodulation n’est 

observé lors de l’extinction du gène par ARNi (Messinese et al., 2007), et chez le 

mutant Ljcyclops, l’infection bactérienne est bloquée au niveau recourbement du 

poil absorbant et l'organogenèse des nodules ne dépasse pas le stade du primordium 

nodulaire.           



Figure 20  : Implication de la protéine LHK1 
dans le processus de nodulation chez le lotier 
(D’après Murray et al., 2007).  

La perception des NFs par les récepteurs de la 
plante NFR1/NFR5 stimule la biosynthèse de 
la cytokinine, ou sa redistribution dans 
l’épiderme et le cortex racinaires. Ceci est 
perçu par LHK1 induisant l’activation de 
l’expression du gène NIN dans le cortex 
racinaire et aboutit à l’organogenèse 
nodulaire. Les NFs régulent l’expression de 
NIN qui est requis pour la formation du cordon 
d’infection (IT). Contrairement à NIN, le gène 
LHK1 n’est pas requis pour la formation de 
l’IT. 

Figure 21 : Rôle des cytokinines (CK) dans le processus d’infection et de nodulation 
(D’après Frugier et al., 2008). 

Les NFs sont perçus par les récepteurs de la plante de type LysM, induisant une cascade 
signalétique. Cela conduit à la biosynthèse et/ou l’activation des CK par un mécanisme 
inconnu. Une part de la cascade signalétique peut être contournée par des bactéries 
synthétisant des CK (Rhizobium pTZS) permettant une nodulation indépendante des NFs ; 
(a) : Les CK sont alors perçues par LHK1 ou son orthologue MtCRE1 induisant 
l’organogenèse nodulaire (division des cellules). Ceci requiert les facteurs de transcription 
comme : NSP1, NSP2, et ERN ; (b) : Chez le lotier, le gène LHK1 n'est pas requis pour 
l'initiation et la progression des événements d'infection, mais il participe à la régulation 
négative de l’infection ; (c) : Chez Medicago, l’apparition des nodules et la progression du 
cordon d’infection (mais pas son initiation) sont étroitement liées à la fonction de MtCRE1 ; 
(d): La CK pourrait participer au programme d’autorégulation de la nodulation (qui 
implique Har1) afin de restreindre le nombre de nodules. 

(a) (b) (c) (d) 
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    Les gènes MtLIN et LjCerberus (Kiss et al., 2009 ; Yano et al., 2009) codent une E3 

ubiquitine ligase de la famille des U-Box contenant un domaine U-Box en leur centre 

et au moins trois répétitions WD40 dans leur partie C-terminale (Figure 18 B). 

L’expression spatio-temporelle du gène LIN chez M. truncatula au cours de l’infection 

par S. meliloti est présentée sur la Figure 19 (Kiss et al., 2009). Les mutants Mtlin et 

Ljcerberus présentent un blocage dans la formation des cordons d’infection et les 

primordia nodulaires formés ne sont pas infectés (Kuppusamy et al., 2004 ; Yano et al., 

2009). 
d. Récepteurs cytokinine et organogenèse du nodule

Chez M. truncatula et L. japonicus, des études ont montré que les gènes MtCRE1 

« Cytokinin REceptor 1 » et LjHIT1 « HyperInfecTed 1 » codant pour des récepteurs 

cytokinine, sont nécessaires à l’activation de la division cellulaire conduisant à 

l’organogenèse du nodule (Gonzalez-Rizzo et al., 2006 ; Murray et al., 2007). Par ailleurs, 

d’autres travaux menés chez le lotier ont montré que le mutant dominant positif snf2 

« spontaneous nodule formation » forme spontanément des nodules en l’absence de 

Rhizobium (Tirichine et al., 2007). Les mutations hit1 et snf2 se trouvent sur le même gène 

appelé LHK1 « Lotus Histidine Kinase 1 » et codant pour le récepteur cytokinine. L’étude 

de LjHK1 a montré que son implication dans l’organogenèse nodulaire dépend de deux 

autres acteurs symbiotiques, LjNIN et LjNSP2 (Figure 20). Les cytokinines pourraient 

remplir la fonction de « signal relais » entre l’épiderme et les cellules du cortex, 

coordonnant ainsi les processus d’infection et d’organogenèse (Figure 21) (Frugier et al., 

2008). 

3. Aspects moléculaires de la symbiose actinorhizienne

Si les symbioses entre Légumineuses et Rhizobium sont particulièrement étudiées en 

raison de leur intérêt agronomique, peu de laboratoires s'investissent dans les recherches 

fondamentales concernant les plantes actinorhiziennes. La difficulté à isoler et cultiver le 

microorganisme Frankia, sa nature filamenteuse, l'absence de système de mutagenèse et 

d'analyse génétique sont autant de raisons qui ont contribué au manque d'intérêt pour ce 

système symbiotique pourtant très original (Lavire et Cournoyer, 2003). Du côté de l’hôte, 

il faut rappeler que les plantes actinorhiziennes sont des arbres et des arbustes (à 

l’exception de Datisca), ce qui rend difficile les approches génétiques, complique les 
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extractions d’acides nucléiques et conduit à des échelles de temps importantes pour la 

régénération de plantes transgéniques et le processus de nodulation (les nodules sont par ex. 

observés trois semaines après inoculation de C. glauca par Frankia). Toutefois, depuis les 

années 90, des gènes symbiotiques actinorhiziens ont été isolés chez l’aulne, Datisca, 

Eleagnus et Casuarina, soit par criblage différentiel de banques d’ADNc de nodules, soit 

grâce à des similarités de séquences avec des gènes symbiotiques de Légumineuses (pour 

revues Franche et al., 1998 ; Vessey et al., 2005 ; Franche et Bogusz, 2012). 

3.1. Le rôle des flavonoïdes dans les phases précoces de l’interaction 

Les premières étapes de l’interaction symbiotique plantes actinorhiziennes-Frankia sont 

encore peu connues en raison des difficultés d’analyse liées à la fois au microorganisme 

Frankia et à la plante hôte (Normand et Mullin, 2008 ; Franche et Bogusz, 2012). 

Contrairement aux Légumineuses, il n’y a pas de plante actinorhizienne « modèle »  qui 

permettrait le développement d’approches génétiques. 

L’une des premières étapes de l’interaction est l’émission par les racines des plantes 

actinorhiziennes de signaux de nature inconnue perçus par le microsymbiote Frankia. Les 

phénylpropanoïdes ou flavonoïdes sont suspectés jouer ce rôle par analogie avec les 

Légumineuses (Van Ghelue et al., 1997). Plusieurs études appuient cette hypothèse ; en 

effet, la nodulation de l’aulne (Alnus sp.) est améliorée par l’addition de flavonones 

(Benoit et Berry, 1997) ou de flavonols (Hughes et al., 1999). Des études récentes dans 

l’équipe Rhizogenèse (IRD de Montpellier) ont démontré qu’il existe dans la banque 

d’ESTs « Expressed Sequence Tags » de C. glauca huit gènes qui codent pour des enzymes 

de la biosynthèse des flavonoïdes (chalcone synthase). Les résultats préliminaires montrent 

qu’il y a induction de certains gènes responsables de la biosynthèse des isoflavonoïdes 

(chalcone isomerase et isoflavone reductase) après inoculation avec Frankia (Auguy et al., 

2011), suggérant l’implication des flavonoïdes comme molécules signal au cours de 

l’interaction Casuarina-Frankia. Une approche par interférence de l’ARN est actuellement 

développée sur le gène de la chalcone synthase de C. glauca afin de déterminer si 

l’extinction de celui-ci perturbe les phases précoces du processus symbiotique (Abdel-

Lateif, Hocher et Bogusz, résultats non publiés). 



Figure 22 : Localisation de Cg12 dans les racines et nodules des Casuarinacées. 

A : Une forte expression de Cg12 est localisée dans les cellules (zone de fixation) de 
Casuarina glauca infectées par Frankia (flèches) ; B-C : Expression du gène Cg12 dans les 
racines d’Allocasuarina verticillata transformées avec la construction Cg12::GFP ;             
B : Coupe transversale d’une racine latérale à 20 jours post-inoculation par Frankia 
exprimant une fluorescence verte au niveau du poil absorbant déformé ; C : Coupe 
longitudinale d’un lobe nodulaire mature exprimant la GFP dans les cellules corticales 
infectées. Barre d’échelle = 100 μm (A, B), 200 µm (C). 
A : D’après Laplaze et al., 2000b ; B et C : D’après Svistoonoff et al., 2003. 

A B C 

Figure 23 : Localisation histochimique de l’activité GUS dans les racines  de Casuarina 
glauca exprimant la construction PromMtEnod11::GUS (D’après Svistoonoff et al., 2010a). 

A : Expression de GUS dans la coiffe des racines primaires non-inoculées ; B : Une forte 
activité GUS dans les tissus vasculaires des racines primaires  non-inoculées ; C : Une forte 
activité GUS est observée dans certains  poils absorbants déformés et dans le cordon 
d’infection à 7 jours post inoculation ; D : Coupe transversale d’un lobe nodulaire montrant 
une forte activité GUS dans les cellules infectées de la zone d'infection. (fz) : zone de 
fixation ; (iz) : zone d’infection ; (p) : périderme ; (vs) : système vasculaire. Barre        
d’échelle = 50 μm. 

A B C D 
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3.2. Gènes symbiotiques exprimés lors des étapes précoces de l’interaction 

symbiotique 

Parmi les gènes qui interviennent au cours des étapes précoces de la symbiose figure 

Cg12 (Laplaze et al., 2000b), un gène isolé chez C. glauca qui code une protéase à sérine 

de la famille des subtilisines. Les subtilases végétales appartiennent à des familles 

multigéniques et interviennent dans des processus biologiques variés tels que le 

développement, la réponse aux agents pathogènes et la signalisation cellulaire (Takeda et 

al., 2009). Une étude détaillée du profil d'expression de Cg12 a été réalisée grâce à 

l'utilisation de Casuarinacées transgéniques contenant des fusions transcriptionnelles entre 

le promoteur de Cg12 et les gènes rapporteurs de la ß-glucuronidase (Jefferson et al., 1987) 

et de la protéine fluorescente verte (Haseloff et Siemering, 1998). Cette analyse a permis 

de montrer que l'expression de Cg12 est spécifiquement liée à l'infection des cellules par 

Frankia et qu'elle débute dès les premières étapes de la symbiose quand Frankia pénètre 

dans des poils absorbants déformés. En revanche, l’expression de Cg12 n’est induite ni 

durant la phase de pré-infection par Frankia, ni durant la symbiose endomycorhizienne 

(Figure 22) (Svistoonoff et al., 2003). La construction PromCg12::GUS a été récemment 

introduite chez Discaria trinervis (un arbuste actinorhizien caractérisé par une infection 

intercellulaire). Les premiers résultats obtenus indiquent que le promoteur Cg12 pourra 

être utilisé pour suivre la progression des hyphes de Frankia durant le processus 

d’infection intercellulaire (Équipe Rhizogenèse en collaboration avec L. Wall, Université 

de Quilmes, Argentine). 

Par ailleurs, d’autres travaux ont montré que le promoteur de la noduline précoce de M. 

truncatula ENOD11 (PromMtENOD11::GUS) introduit chez C. glauca était activé au 

cours de l’infection des poils absorbants par Frankia, dans les cellules infectées du 

prénodule et dans les cellules en cours d’infection de la zone II du lobe nodulaire (Figure 

23). En revanche, aucune activation n’est observée par des surnageants de Frankia ou des 

NFs purifiés, ou encore en réponse à des champignons endo- ou ectomycorhiziens 

(Svistoonoff et al., 2010a). Chez D. trinervis, l’expression de PromMtEnod11::GUS est 

localisée dans les cellules infectées du cortex racinaire et dans les cellules infectées de la 

zone II du lobe nodulaire (Imanishi et al., 2011). 

D’autres gènes symbiotiques tels que la chalcone synthase, l’hémoglobine ou 

l’asparagine synthase sont exprimés dans le nodule actinorhizen (Figure 24) (Guan et al., 



Figure 24 : Expression 
des gènes symbiotiques 
dans les différentes zones 
du nodule actinorhizien 
(D’après Obertello et al., 
2003). 
 
I: Zone méristématique ; 
II : Zone d’infection ;       
III : Zone de fixation ;      
IV : Zone de sénescence. 
Les barres noires 
indiquent la présence des 
transcrits (ARNm).  
(Ag) : Alnus glutinosa ; 
(Cg) : Casuarina glauca ; 
(Dg) : Datisca glomerata.  

Figure 25 : Schéma représentatif de la voie de signalisation impliquée dans l’activation de 
l’organogenèse nodulaire et de l’infection par les bactéries (D’après Hocher et al., 2011a). 
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1996 ; Gherbi et al.,1997 ; Obertello et al., 2003 ; Laplaze et al., 2008). 

3.3. SymRK, un acteur de la voie de signalisation symbiotique chez les plantes 

actinorhiziennes 

Au niveau international, les études de génomique chez les plantes actinorhiziennes sont 

actuellement centrées sur trois espèces : C. glauca, A. glutinosa et D. glomerata (Franche 

et al., 2009). L’équipe Rhizogenèse (IRD de Montpellier) a choisi pour modèle d’étude C. 

glauca, à la fois en raison de son rôle environnemental et économique très important dans 

certains pays du Sud, de son petit génome et des outils d’analyse moléculaire disponibles 

sur cet arbre : collections d’ESTs de racines et de nodules (Hocher et al., 2006), systèmes 

de transformation génétique par Agrobacterium tumefaciens et A. rhizogenes (Franche et 

al., 1997 ; Diouf et al., 1995 ; Smouni et al., 2002), et extinction des gènes par ARNi 

(Gherbi et al., 2008b). Par ailleurs, dans un proche avenir, de nouveaux outils de 

génomique basés sur le séquençage à haut débit (454, Solexa) pourront également aider à 

élucider les étapes précoces de l’infection des plantes actinorhiziennes via l’actinomycète 

Frankia (Hocher et al., 2011a). 

L’équipe Rhizogenèse a développé des ressources génomiques en vue de l’identification 

de gènes impliqués dans la symbiose Casuarina-Frankia. 15000 unigènes ont été obtenus à 

partir des banques d’ADNc de nodules et de racines de C. glauca (Hocher et al., 2011a). 

Les analyses d’ESTs chez C. glauca montrent qu’il y a une homologie de séquences avec 

les gènes impliqués dans la cascade signalétique Nod-dépendante chez les Légumineuses. 

De plus, l’analyse du transcriptome de Casuarina et de l’aulne, au moyen des puces à 

ADN (microarrays) lors des étapes précoces de la nodulation a permis, 

d’identifier des homologues de la plupart des gènes de la voie de signalisation 

symbiotique des Légumineuses comme les gènes LysM-RLKS, DMI1, DMI3/CCaMK, 

NSP ou NIN (Hocher et al., 2011b). Ces résultats suggèrent que les symbioses 

actinorhiziennes et rhizobiennes partagent une cascade signalétique commune, et 

l’ensemble des travaux réalisés renforcent l’hypothèse d’un mécanisme génétique 

universel pour les endosymbioses racinaires (Figure 25) (Hocher et al., 2011a). 

En 2008, l’homologue du gène SymRK a été isolé chez C. glauca par l’équipe 

Rhizogenèse (Gherbi et al., 2008a) et chez D. glomerata (Markmann et al., 2008). Une 

hybridation de type Southern a montré que, comme chez les Légumineuses, le gène SymRK 



Figure 26 : Complémentation fonctionnelle du mutant Ljsymrk- avec la construction 
PromLjSymRK::CgSymRK et inoculation  par Mesorhizobium loti et Glomus intraradices 
(D’après Gherbi et al., 2008a). 

A-B : Transformation des racines du lotier avec le mutant symrk. Aucune formation de 
nodule est observée ; C-D-E : Des racines transgéniques exprimant CgSymRK. Les 
bactéries dans le nodule sont colorées en rouge (E) ; F-G-H : Transformation des mutants 
symrk avec CgSymRK. On observe des nodules de phénotype sauvage ; I-J : Sections de 
nodules du mutant symrk (I), et des racines sauvages (J) complémentées avec CgSymRK ;  
K-L : Sections de nodules du mutant symrk (K), et des racines sauvages (L) complémentées 
avec le gène LjSymRK ; A-C-F : Photos prises sous lumière visible ; B-D-G : Racines 
transgéniques exprimant le gène rapporteur GFP ; E-H : Inoculation avec des Rhizobiums 
qui expriment une protéine fluorescente rouge (DsRed) ; I-J-K-L : Sections de nodules 
colorées avec le bleu de toluidine ; L-M : Les hyphes du champignon se développent dans 
l’épiderme et l’exoderme et forment des arbuscules et vésicules dans le cortex racinaire.        
(a) : arbuscule ; (cci) : cellule infectée ; (cif) : cordon d’infection ; (h) : hyphes ;            
(v)  : vésicule. Barre d’échelle = 500 µm (A, B, C, D, E, F, G, H), 25 µm (I, J, K, L). 
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n’est présent qu’en une seule copie dans les plantes actinorhiziennes, et présente de fortes 

similarités avec le gène SymRK/DMI2 de Légumineuses. Une étude détaillée de CgSymRK 

a permis de mettre en évidence que le gène est exprimé dans les racines et les nodules de C. 

glauca, et son extinction obtenue par ARNi conduit à une diminution significative de la 

nodulation. Lors d’une extinction partielle, les nodules sont de petite taille, souvent 

unilobés et altérés dans leur capacité à fixer l’azote. L’organisation cellulaire des nodules 

ARNi-CgSymRK est souvent anormale, les cellules corticales ne sont pas hypertrophiées et 

présentent une forte accumulation de polyphénols. De plus, l’extinction de CgSymRK 

affecte fortement le processus d’endomycorhization, en perturbant la pénétration des 

hyphes fongiques dans le cortex de la racine. La complémentation d’un mutant symrk- de 

lotier par CgSymRK restaure la nodulation et la mycorhization après inoculation avec 

respectivement M. loti et Glomus intraradices. Ces résultats indiquent que CgSymRK 

intervient dans le processsus de symbiose racinaire et qu’il est fonctionnellement 

équivalant au gène SymRK de Légumineuse (Figure 26) (Gherbi et al., 2008a). 

L’implication du gène SymRK dans la transduction des signaux de Frankia a été 

confirmée chez D. glomerata. En effet, seulement 16% de racines ARNi-DgSymRK 

présentent des structures nodulaires (Markmann et al., 2008). Les résultats obtenus sur le 

gène SymRK chez les plantes actinorhiziennes renforcent donc l’hypothèse d’un 

mécanisme génétique universel pour les endosymbioses racinaires. Ce gène symbiotique 

représente le premier élément commun à l’ensemble des voies de signalisation conduisant 

à des endosymbioses racinaires (Gherbi et al., 2008a). 

3.4. Autres acteurs de la voie de signalisation symbiotique chez les plantes 

actinorhiziennes 

Parmi les gènes étudiés actuellement au sein de l’équipe Rhizogenèse, figurent les gènes 

CCaMK « Calcium and CalModulin dependent protein Kinase » qui fera l’objet d’une 

présentation détaillée dans le chapitre I et NIN « Nodule INception ». CgNIN et CgCCaMK 

ont été identifiés à partir de la banque EST de nodules de C. glauca. 

CgNIN est homologue à LjNIN (63% d’homologie) et MtNIN (61% d’homologie) des 

Légumineuses (S. Svistoonoff, résultats non publiés). Son expression est localisée dans les 

noyaux des cellules de la plante hôte. CgNIN est surexprimé dans les nodules d’un facteur 

20 par rapport à des racines non-inoculées. Des expériences récentes ont démontré que 



Figure 27 : Immunolocalisation de l’auxine dans les nodules de Casuarina glauca (D’après 
Perrine-Walker et al., 2010). 

A  : Accumulation de l’IAA dans les cellules infectées par Frankia ; B : Un très fort signal 
auxinique (PAA) est détecté dans les cellules infectées par Frankia ; C : Dans le témoin 
négatif d’immunolocalisation, la fluorescence est restreinte aux parois des cellules infectées 
par Frankia. Barre d’échelle = 100 μm (A, B), 50 μm (C).  

Figure 28 : Expression de CgAUX1 au cours de l’infection de Casuarina glauca par 
Frankia (D’après Péret et al., 2007). 

L’expression de CgAUX1 a été déterminée au cours de l’infection par Frankia dans les poils 
racinaires à10 jours après inoculation (A-B), à14 jours après inoculation (C à F), puis dans 
le nodule (G à J) et au niveau de la ramification du nodule (K). Les hyphes de Frankia 
visibles dans le poil racinaire déformé sont indiqués par une flèche (F). (p) : primordium 
nodulaire ; (v) : système vasculaire. Barre d’échelle = 5 μm (F), 10 μm (E), 25 μm (B, D), 
50 μm (A, C, I , J, K), 125 μm (H), 250 μm (G). 
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CgNIN est activé en réponse à l’inoculation par Frankia au niveau de l’épiderme racinaire 

avec une forte expression dans les poils absorbants et tout au long de la formation du 

nodule. De plus, des expériences de complémentations de Mtnin avec CgNIN ont montré 

une complémentation partielle de ce gène spécifique de la nodulation. Les résultats non 

encore publiés suggèrent que le gène NIN intervient dans les étapes précoces de la 

symbiose actinorhizienne. Le promoteur de ce gène pourrait être utilisé afin d’isoler les 

molécules signal de Frankia. 

Le gène DMI1 n'a pas encore été formellement isolé chez les plantes actinorhiziennes. 

Cependant une EST avec une homologie significative a été identifiée dans la banque ESTs 

de C. glauca. De même, l’analyse des séquences de banques ESTs de racines et de nodules 

de C. glauca et A. glutinosa, a mis en évidence la présence d’homologues de gènes qui 

codent pour des récepteurs de type LysM-RLKs (Hocher et al., 2011a). 

3.5. Phytohormones et signalisation symbiotique 

Des phytohormones synthétisées par Frankia sont supposées jouer un rôle dans la 

signalisation symbiotique. Il s’agit des auxines : l’acide 3-indole acétique (IAA) ou l’acide 

phénylacétique (PAA) qui sont produites par Frankia in planta (Wheeler et al., 1979 ; 

Péret et al., 2008 ; Perrine-Walker et al., 2010 ; Franche et Bogusz, 2012), et de la 

cytokinine isopentényl adénosine (iPA) (Gordon et al., 1988). Il a été suggéré que le PAA 

joue un rôle dans la formation de nodule chez A. glutinosa (Hammad et al., 2003). De plus 

l’accumulation de ces deux phytohormones a été observée dans les nodules infectés de C. 

glauca (Figure 27) (Perrine-Walker et al., 2010). 

Deux transporteurs d’influx d’auxine nommés AUX1 et LAX3, et un transporteur 

d’efflux d’auxine nommé CgPIN1 ont été isolés chez C. glauca (Péret et al., 2007 ; 

Perrine-Walker et al., 2010). CgAUX1 présente une fonction équivalente au gène AUX1 

d’A. thaliana, comme le mettent en évidence des expériences de complémentation de 

mutants d’A. thaliana. CgAUX1 partage un profil d’expression spatio-temporelle proche de 

celui de Cg12 durant les étapes précoces de l’infection par Frankia. Le gène est également 

exprimé dans les tissus vasculaires des nodules (Figure 28) (Péret et al., 2007). Par contre, 

CgAUX1 n’est pas exprimé dans les cellules de C. glauca infectées par G. intraradices 

(Péret et al., 2008). D’autres expériences montrent que l’inhibition de transport d’influx 

d’auxine par le 1-NOA (1-naphtoxy acetic acid) perturbe la nodulation chez C. glauca, 



Figure 29 : Perception et signalisation de l’auxine durant l’infection de Casuarina glauca 
par Frankia (D’après Paciorek et Friml, 2006 et Péret et al., 2008). 
 
Grâce aux transporteurs d’influx d’auxine CgAux1, l’auxine produite lors de par Frankia 
entre dans les cellules infectées. Des récepteurs de l’auxine ont été identifiés, il s’agit de la 
protéine TIR1. À l’intérieur des cellules, l’auxine serait probablement perçue par le 
complexe de polyubiquitinylation SCFTIR1 qui programme la dégradation des protéines 
nucléaires Aux/IAA. Les Aux/IAA interagissent avec les facteurs de transcription ARF et se 
fixent sur les promoteurs au niveau des éléments de réponse à l’auxine (AuxRE) ce qui 
inhibe la transcription d’un grand nombre de gènes. La destruction des Aux/IAA par le 
protéasome permet aux facteurs de transcription ARF de se fixer sur les AuxRE et d’initier 
la transcription des gènes induits par l’auxine.  
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suggérant que l’influx d’auxine est impliqué dans le processus de nodulation (Péret et al., 

2007). Le rôle exact de cette phytohormone au cours de l’infection de C. glauca par 

Frankia reste cependant à déterminer. La Figure 29 présente un modèle de signalisation 

auxinique chez C. glauca lors de l’interaction avec Frankia (Paciorek et Friml, 2006 ; 

Péret et al., 2008). 

IV. Présentation et objectifs du travail de thèse

1. Contexte général

Le projet de thèse s’inscrit dans le cadre d’une cotutelle (financement Averroès) entre 

les laboratoires GBBV « Génétique, Biochimie et Biotechnologies Végétales » de 

l’Université Mentouri (Constantine, Algérie) et l’équipe Rhizogenèse de l’IRD « Institut de 

Recherche pour le Développement » (Montpellier, France). La thématique générale de 

l’équipe Rhizogenèse est centrée sur l’étude des phases précoces de la symbiose C. glauca-

Frankia et vise à décrypter le dialogue moléculaire entre la plante hôte et le 

microorganisme. 

Dans ce cadre, les questionnements suivants sont abordés : 

- Quelles sont les molécules signal impliquées dans le dialogue entre les deux 

partenaires symbiotiques ? 

- Quels sont les gènes de C. glauca impliqués dans la perception et la transduction des 

signaux produits par Frankia ? 

- Les mécanismes moléculaires mis en œuvre lors de la symbiose actinorhizienne sont-

ils partagés avec les autres endosymbioses racinaires ? 

2. Le projet de thèse

Le projet de thèse qui m’a été proposé avait pour objectif de contribuer à la 

caractérisation du gène CgCCaMK, l’homologue du gène CCaMK/DMI3 de Légumineuses, 

isolé chez C. glauca. Lorsque j’ai rejoint l’IRD de Montpellier, l’isolement du gène avait 

déjà été réalisé et une partie de la caractérisation moléculaire effectuée par Dr. Hassen 

Gherbi et ses collaborateurs. J’ai complété ce travail en procédant à une analyse de 
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l’expression spatio-temporelle de la région promoteur du gène CgCCaMK, afin de 

confirmer son rôle potentiel lors du processus d’infection par Frankia. L’ensemble des 

résultats obtenus sur CgCCaMK fait l’objet de mon premier chapitre de thèse. Il 

comprendra également un article qui sera soumis prochainement à la revue « Plant 

Physiology ». 

Le second chapitre de ma thèse est consacré à l’étude de la régulation de ce gène, en 

déterminant le rôle du domaine autoinhibiteur (CAM), travail qui a constitué le cœur de 

mon travail de recherche. L’ensemble des perspectives offertes par les résultats que j’ai 

obtenus sera discuté dans la dernière partie de mon manuscrit. Dans cette partie est jointe 

une revue en premier auteur, publiée en 2011 dans « Journal of Botany », dédiée à l’apport 

des plantes transgéniques composites à la connaissance de la symbiose actinorhizienne. 
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V. Revue 

« FIXATION BIOLOGIQUE DE L’AZOTE : LA SYMBIOSE 

ACTINORHIZIENNE CASUARINA-FRANKIA » 

Sciences & Technologies C - N°35, p. 15-19 (2012) 
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I. Matériels 

1. Matériel végétal

Les graines de Casuarina glauca sont d'origine australienne (CSIRO : The 

Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation). Elles sont conservées à 

4°C. 

2. Matériel bactérien

2.1. Escherichia coli 

La souche commerciale d’E. coli JM109 (Promega) a été utilisée pour les clonages 

moléculaires. 

2.2. Agrobactéries 

La transformation génétique des plantules de C. glauca par A. rhizogenes a été réalisée 

en utilisant soit la souche A4RS de type agropine, dérivée de la souche sauvage A4 

(Jouanin et al., 1986), soit la souche ARqua1 (Quandt et al., 1993). Les souches A4RS et 

ARqua1 portent respectivement une résistance chromosomique à la rifampicine (10 

mg.mL-1) et à la streptomycine (20 mg.mL-1). 

La souche désarmée d'A. tumefaciens C58C1 (pGV2260) (Vancanneyt et al., 1990) 

comportant le gène nptII a été employée pour transférer de manière stable les différentes 

constructions étudiées chez C. glauca. 

2.3. Frankia 

La souche de Frankia utilisée pour noduler C. glauca est la souche CcI3 (McEwan et 

Wheeler, 1997) isolée à partir de nodules de C. cunninghamiana. Cette actinobactérie a été 

gracieusement fournie par Philippe Normand (Université Claude Bernard Lyon 1, France). 

3. Plasmides et oligonucléotides utilisés

Les clonages des produits PCR sont réalisés avec le kit pGEM-T Easy (Promega, 

Madison, WI, USA) selon les instructions du fournisseur. Le vecteur pGEM-T est 
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particulièrement pratique pour le clonage de produits de PCR car il possède une thymidine 

à chaque extrémité 3'. Il porte également une origine de réplication reconnue par E. coli, le 

gène de résistance à l'ampiciline AmpR et un site de polyclonage compris dans la séquence 

de l'enzyme LacZ. L’intégration d’un insert dans la séquence de la β-galactosidase permet 

un criblage blanc/bleu des colonies sur des boîtes de milieu LB gélosé contenant du X-Gal 

(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside). 

Le vecteur choisi pour la transformation génétique de C. glauca via A. rhizogenes est le 

plasmide pHKN29 fourni par le Dr. Kouchi (National Institute of Agrobiological Sciences, 

Ibaraki, Japon) et du terminateur Nos (nopaline synthase) (Annexe 1) (Kumagai et Kouchi, 

2003). Ce vecteur possède le gène rapporteur de la GFP « Green Fluorescent Protein » 

(Haseloff et Amos, 1995) permettant de sélectionner par fluorescence les racines 

génétiquement transformées. Tous les plasmides utilisés pour les constructions géniques 

figurent dans l'Annexe 2. Les séquences nucléotidiques utilisées pour tester les clonages 

moléculaires sont rassemblées dans l'Annexe 3. 

 

II. Méthodes 

1. Culture du matériel 

1.1. Culture du matériel végétal 

1.1.1. Culture in vitro de C. glauca 

La désinfection des graines de Casuarina a été réalisée selon le protocole décrit ci-

dessous. Les graines sont scarifiées par un traitement de 2 min dans l’acide sulfurique 

(H2SO4) à 96%, puis rincées abondamment à l’eau distillée pendant 30 min. Elles sont 

ensuite trempées pendant 5 min dans 200 mL d’eau distillée stérile additionnée de quelques 

gouttes de Triton X-100, puis baignées rapidement dans de l’éthanol 75%. Après rinçage à 

l’eau distillée, les graines sont désinfectées à l’hypochlorite de calcium (CaCl2O2 à 5%) 

pendant 40 min. Elles sont ensuite rincées trois fois à l’eau stérile et séchées une nuit sous 

hotte avant d’être semées en boîtes de Petri contenant du milieu H gélosé (Hoagland et 

Arnon, 1938) dilué au quart (Annexe 4). 
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Après environ 3 semaines d'incubation en chambre de culture, les plantules sont 

transférées dans des boîtes Magenta contenant le même milieu gélosé (100 mL de milieu/ 

boîte, 30 plantes/boîte). La propagation des plantes en culture in vitro est réalisée dans une 

chambre de culture conçue pour les Casuarinacées, avec une température de 26°C, une 

lumière de 75 μE.m2.sec-1 fourni par des tubes fluorescents (Gro-Lux, Sylvania-Osram, 

Munich, Allemagne) et une photopériode de 16 h. Les plantes transgéniques de C. glauca 

obtenues par transformation génétique avec Agrobacterium sont également cultivées dans 

la même chambre de culture. 

 

1.1.2. Transfert en hydroponie de C. glauca 

Deux mois après germination des graines de C. glauca, les plantules sont transférées en 

hydroponie dans des pots contenant une solution nutritive BD modifié (Broughton et 

Dilworth, 1971) avec ajout d’azote (KNO3  à 5 mM) (Annexe 5). Les pots (4 plantules/pot) 

sont placés dans une chambre de culture à 28°C sous un éclairage de 150 μE.m2.sec-1 et 

une photopériode de 16 h. Les plantes sont arrosées (¾ du système racinaire) 2 fois par 

semaine. 

1.2. Culture des bactéries 

1.2.1. Escherichia coli 

Les souches d’E. coli sont cultivées à 37°C dans du milieu LB (Annexe 6) (Bertani, 

1951), sous une agitation de 250 rpm (pour la culture liquide). Les bactéries sont 

conservées à –80°C dans le milieu de culture liquide contenant 25% de glycérol. 

1.2.2. Agrobactéries 

Les souches d'agrobactéries sont cultivées à 28°C dans un milieu Ag solide ou liquide 

(Annexe 7) avec les antibiotiques appropriés. Les souches bactériennes sont conservées à –

80°C dans le milieu de culture liquide contenant 25% de glycérol. 

1.2.3. Frankia 

La souche de Frankia CcI3 (McEwan et Wheeler, 1997) a été cultivée et entretenue par 
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des repiquages hebdomadaires (Fontaine et al., 1986) sur du milieu BAP-PCM liquide 

(Annexe 8) additionné extemporanément de MES-TRIS (5 mM, pH 6,8) et de 

phosphatidylcholine d'œuf (Sigma) (1 mg.L-1 ) selon la technique décrite par Schwencke 

(1991). Une culture pure de Frankia présente 2 phases après décantation, une phase 

inférieure contenant les hyphes bactériens et un surnageant limpide. 

Pour réaliser une sous-culture, la solution décantée de Frankia est prélevée (environ 50 

mL pour 250 mL initial) et centrifugée (4000 rpm, 15 min, 25°C). Le surnageant est 

éliminé et le culot est repris dans environ 10 mL d'eau distillée stérile et centrifugé à 

nouveau. La moitié du surnageant est éliminée et le culot (environ 5-10 mL) est repris dans 

un tube à hémolyse (vacutainer). À l'aide d'une seringue de 10 mL munie d'une aiguille 

stérile Terumo (0,8 x 40 mm), les hyphes de Frankia sont fragmentés par une série de 10 

aspirations-refoulements. 

La culture est ensemencée dans du milieu BAP-PCM liquide et mise sous agitation 

douce à 250 rpm à 28°C (à l'obscurité) pendant 4 jours (maximum de croissance). Les 

paramètres de pureté (qualité) de l’inoculum sont évalués sur les cultures 24 h après l’arrêt 

de l’agitation. Cette préparation de Frankia est utilisée pour ensemencer de nouvelles 

cultures. 

 

2.  Méthodes de transformation génétique 

2.1. Transformation génétique des bactéries 

2.1.1. Préparation des agrobactéries électrocompétentes 

Une culture d’un litre des agrobactéries (DO600 à 0,6) est laissée dans la glace pendant 

15 min, puis centrifugée 10 min à 3000 rpm à 4°C. Le culot est repris successivement dans 

un litre d’eau stérile froide, 0,5 L d’eau stérile froide et deux fois dans 20 mL de glycérol 

10% froid. Les bactéries sont aliquotées à raison de 40 μL dans des tubes de 1,5 mL et 

immédiatement plongées dans l’azote liquide (–196°C). Les bactéries compétentes sont 

conservées à –80°C jusqu’à utilisation. 

2.1.2. Électroporation d'Agrobacterium 

Les plasmides sont introduits dans les bactéries électrocompétentes après un choc 
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électrique. Un volume de 40 μL de bactéries est mélangé avec 2 µL de plasmide (1 ng.   

µL-1), puis laissé sur glace pendant 2 min et transféré dans une cuve à électroporation de 2 

mm. La solution est soumise à une décharge de 2,5 kV, 200 ohms et 25 μF. Un volume de 

600 µL de milieu Ag liquide est immédiatement ajouté aux cellules qui sont ensuite 

incubées pendant 3 h à 28°C sous agitation, avant d’être étalées sur du milieu Ag gélosé 

sélectif. 

2.1.3. Transformation d’E. coli 

Pour le choc thermique, 50 µl de bactéries thermocompétentes (commerciales) sont 

mélangées avec 1 à 5 µL de la ligation. La solution est laissée 30 min dans la glace, puis 

incubée 45-50 min à 42°C et ensuite refroidie 2 min sur glace. Six cents µl de milieu LB 

sont ensuite rajoutés, et incubés 1 h 30 min à 37°C sous agitation douce (150 rpm). Le 

mélange est étalé sur du milieu LB solide contenant l'antibiotique approprié pour 

sélectionner les bactéries transformées, additionné de X-Gal (80 µg.mL-1). 

2.2. Transformation génétique des plantes 

Les plasmides utilisés pour la transformation génétique de C. glauca via Agrobacterium 

sont mentionnés dans l'Annexe 9. 

2.2.1. Transformation in vitro de C. glauca via A. rhizogenes 

La transformation génétique des plantes a été réalisée selon le protocole établi par Diouf 

et al. (1995). Des plantes âgées de 45 jours et cultivées in vitro, sont piquées 3 fois au 

niveau de l'hypocotyle à l’aide d’une aiguille (Terumo, 0,45 X 12 mm) préalablement 

trempée dans une colonie d’A. rhizogenes contenant le vecteur de transformation choisi. 

Durant la phase de co-culture, les plantes sont disposées dans des boîtes de Petri (5 à 6 

plantes par boîte) contenant un milieu MSC (Murashige et Skoog, 1962) dilué au demi 

mieux adapté pour les Casuarinaceae (Annexe 10) et incubées en chambre de culture 

pendant 6 jours, à 25°C, sous lumière réduite. Elles sont ensuite transférées sur le même 

milieu additionné de 400 mg.mL-1 d'Augmentin (antibiotique, Duchefa) afin d'éliminer les 

agrobactéries. 

Après 4 à 5 semaines de culture, les plantes présentent des racines de type « hairy root » 

au niveau de l’hypocotyle. Ces plantes sont dites « composites » car elles se composent 
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d'une partie aérienne non-transformée et d’une partie racinaire transgénique. Les plantes 

dont les racines sont fluorescentes sous lumière GFP sont sélectionnées. Ces racines GFP+ 

sont identifiées sous une loupe binoculaire (Leica MZ FLIII) munie du filtre GFP3 

(excitation : 470/40 nm, émission : 525/50 nm). Une à deux racines co-transformées sont 

conservées pour le développement des plantes composites en système hydroponique selon 

les conditions de culture décrites dans le § 1.1.1. 

2.2.2. Transformation in vitro de C. glauca via A. tumefaciens 

La transformation de C. glauca a été réalisée en modifiant le protocole décrit par 

Franche et al. (1997). Des fragments d'épicotyle d'environ 2 cm sont coupés à l'aide d’un 

scalpel sur des plantes cultivées in vitro et âgées d’environ 45 jours. Ces explants sont mis 

en contact avec une culture de nuit des agrobactéries contenant la construction d'intérêt, 

diluée au dixième dans du milieu MSC liquide. Ils sont laissés pendant 1 h sous agitation 

rotative lente. L'excès de bactéries sur les épicotyles est ensuite absorbé sur du papier filtre 

(Whatman, 3MM) stérile, puis les épicotyles sont déposés dans des boîtes de Petri 

contenant du milieu MSC solide additionné de 7 g.L-1 de Bacto-agar (Difco), d'acide 

naphtalène acétique (ANA) à 0,1 mg.L-1 et de benzylaminopurine (BA) à 1 mg.L-1. 

Parallèlement, des explants non-transformés génétiquement sont cultivés, soit sur milieu 

sans antibiotique, constituant ainsi des contrôles positifs de régénération, soit sur milieu 

avec antibiotiques comme contrôles de la sensibilité du matériel végétal aux concentrations 

d'antibiotiques utilisées. 

Après 3 jours de co-culture à 25°C sous lumière réduite, les explants sont lavés 3 fois 

pendant 1 h sous agitation dans du MSC liquide, puis placés dans des boîtes de Petri sur 

MSC gélosé avec régulateurs de croissance et antibiotiques de sélection : céfotaxime (250 

mg.L-1) et kanamycine (25 mg.L-1). Après 15 jours, les concentrations en kanamycine sont 

augmentées à 50 mg.L-1 et le milieu est renouvelé toutes les 3 semaines. Les boîtes de Petri 

sont scellées avec du parafilm et placées en chambre de culture sur une étagère éclairée. 

Un mois après contact avec A. tumefaciens C58C1 (pGV2260) des cals poussant sur 

kanamycine apparaissent aux extrémités des épicotyles. Lorsque leur taille atteint environ 

5 mm de diamètre, les cals sont transférés en tube de verre contenant du milieu MSC 

additionné d'ANA 0,1 mg.L-1 (soit 0,5 µM), BA 0,5 mg.L-1 (soit 2 µM), kanamycine (50 

mg.L-1) et céfotaxime (250 mg.L-1). La céfotaxime est retirée au bout de 6 mois. Les cals 
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sont repiqués toutes les 3 semaines jusqu’à l'apparition de bourgeons qui donneront 

naissance aux rameaux. Lorsqu’ils atteignent 3 à 5 cm, les rameaux sont prélevés, soumis à 

un choc auxinique de 24 h sur milieu MSC gélosé contenant 8 g.L-1  de Plant-agar et de 

l'AIB (acide 3-indole butyrique) à 10 mM, puis transférés sur milieu MSC additionné de 40 

g.L-1 de sucrose, de 6 g.L-1 de Plant-agar et de 5 g.L-1 de charbon actif. Les premières

racines apparaissent environ une semaine après le choc auxinique. Les rameaux enracinés 

sont transférés en hydroponie (voir conditions de culture dans le § 1.1.1.). 

3. Inoculation des plantes par Frankia

3.1. Préparation de l’inoculum 

L'inoculum de Frankia est préparé en cultivant la souche CcI3 de Frankia pendant 4 

jours selon le protocole décrit dans le § 1.2.3. La culture bactérienne fraîche est concentrée 

5 fois dans du milieu BD sans azote, puis centrifugée et lavée dans les mêmes conditions 

que précédemment. Les hyphes bactériens sont cassés au Potter, étape répétée une seconde 

fois. 

3.2. Inoculation 

 Après environ 3 semaines d’adaptation en milieu BD azoté, quand le système racinaire 

est suffisamment développé (environ 10 cm de long), les plantes destinées à la nodulation 

sont placées dans le même milieu dépourvu d'azote une semaine avant l'inoculation avec 

Frankia. Cent mL d’inoculum de Frankia sont mis au contact des racines de chaque plante 

pendant 2 h. Le système racinaire est ensuite immergé à moitié dans du milieu BD 

dépourvu d'azote dont le volume est ajusté toutes les semaines. 

 Les plantes testées pour leur aptitude à produire des nodules spontanés sans inoculation 

par Frankia sont transférées dans le même milieu avec une source différente d'azote 

(NH4NO3 à 1 mM), dans les conditions décrites dans le §1.1.1. 

4. Méthodes de biologie moléculaire

4.1. Extraction de l'ADN plasmidique 

Les extractions d'ADN plasmidique d'E. coli sont réalisées à partir de cultures liquides 
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(5 mL) de bactéries en fin de phase exponentielle de croissance dans du milieu LB liquide 

additionné d'antibiotique de sélection. Le  « Miniprep Kit » (Fermentas ou Qiagen) est 

utilisé selon les instructions du fournisseur. Le « Midiprep Kit » est utilisé pour extraire 

l'ADN plasmidique des agrobactéries. 

4.2. Méthodes de clonage 

Les sous-clonages dans pGEM-T Easy et dans le pHKN29 ont été réalisés comme suit : 

4.2.1. Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

a. Amplification avec une Taq polymérase

Afin de vérifier la présence de l'insert dans le vecteur, l'orientation de l'insert, cribler un 

fragment d’intérêt, identifier des clones positifs, les réactions d'amplification par PCR sont 

réalisées dans un volume réactionnel de 20 ou 50 µL sur environ 1 ng d'ADN. Le mélange 

de réaction pour une PCR avec la Taq polymérase (Promega) est le suivant : Tampon Taq 

PCR 1X (1,5 mM MgCl2), 200 µM dNTPs, 125 µM de chaque amorce et 1 U Taq ADN 

polymérase. En parallèle à chaque réaction de PCR, un contrôle négatif composé de milieu 

réactionnel et d'eau stérile, et un contrôle positif sont réalisés. Le programme utilisé suit le 

déroulement suivant : une première étape de dénaturation pendant 3 min à 94°C, puis 35 

cycles comprenant : 15 sec à 94°C, 30 sec à 55°C, 45 à 90 sec à 72°C, et enfin, une 

dernière réaction d'élongation à 72°C pendant 5 min. Les temps d'incubation à 72°C sont 

ajustés selon la longueur des fragments que l'on désire amplifier. La température 

d'hybridation est ajustée selon la température de fusion des amorces utilisées. 

b. Amplification des fragments pour le clonage

D'autres kits de PCR qui comportent une activité correctrice grâce à une enzyme 

« proof-reading » (activité correctrice), ont été utilisés pour les amplifications ayant servi 

au clonage de séquences d’intérêt. Un volume réactionnel de 50 µL a été utilisé pour 

chaque réaction de PCR (selon les conditions établies par le fournisseur). 

Pour le kit « Advantage-HF 2 PCR Kit » (Clontech), les paramètres utilisés pour 

programmer le thermocycleur sont les suivants : 15 sec à 94°C, 25 à 30 cycles de 15 sec à 

94°C et 45 sec à 68°C, puis 3 sec à 68°C et 16 sec à 20°C. On compte environ 1 min 
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d'élongation (à 68°C) pour 1 kb de longueur de produit de PCR. 

4.2.2. Digestion de l’ADN 

 Les réactions de digestion enzymatique sont effectuées dans 20 à 50 µL de solution 

contenant de 2 à 5 U par µg d'ADN à digérer (soit un volume maximal d'un dixième du 

volume réactionnel), 1 à 5 µg d'ADN, et un tampon défini par le fournisseur de l'enzyme 

(New England Biolabs ou Promega). Les réactions sont réalisées pendant 1 h 30 à 3 h 

(selon la nature de l'ADN digéré) à la température définie selon l'enzyme de restriction 

(généralement 37°C). 

4.2.3. Purification des acides nucléiques 

Les produits de digestion enzymatique sont déposés sur gel d'agarose. Les bandes 

correspondant à l'ADN désiré sont découpées à l'aide d'un scalpel, placées dans un tube 

Eppendorf, incubées au bain-marie 5 min à 55°C, puis purifiées à l'aide du kit 

« Geneclean » (Qbiogene) selon les instructions du fournisseur. 

4.2.4. Ligation des fragments d’ADN dans le vecteur 

Les ligations sont réalisées avec la T4 ADN ligase de Promega, le mélange plasmide-

insert-tampon-T4 ADN ligase est incubé 16 h à 14°C (ou 2 h à 22°C) selon les indications 

du fournisseur. 

Les produits de ligation destinés à l'électroporation (voir § 2.1.3.) sont d'abord purifiés 

par dialyse sur une membrane de nitrocellulose 0,025 µm (Millipore) avant d'être introduits 

dans la souche bactérienne appropriée. 

4.2.5. Criblage des bactéries transformées 

Afin de vérifier la présence de l'ADN inséré dans les bactéries résistantes à 

l'antibiotique, une PCR sur colonies est réalisée (en conditions stériles) sur 10-20 colonies 

résistantes pour chaque clone étudié. Un embout stérile piqué dans une colonie bactérienne 

est plongé une fois dans un tube contenant 20 µL du milieu réactionnel PCR. Deux séries 

de criblages sont réalisés jusqu’à l’obtention de résultats positifs sur l’ensemble des 

colonies testées. 
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Une dernière vérification des clones positifs consiste à extraire le vecteur contenant la 

construction génique par la méthode « Miniprep Kit », vérifier la présence de l'insert par 

PCR sur le plasmide purifié, puis digérer le fragment d'intérêt par les enzymes de 

restriction appropriés. Les plasmides positifs sont ensuite introduits dans A. rhizogenes par 

électroporation (voir § 2.1.2.). 

Les paramètres utilisés pour programmer le thermocycleur sont les suivants : 94°C 

pendant 5 min ; 35 cycles de 15 sec à 94°C, 30 sec à 55°C (à la température d'hybridation 

des amorces) et 30 à 90 sec à 72°C, puis un dernier cycle de 5 min à 72°C. 

4.3. Analyse des acides nucléiques 

4.3.1. Électrophorèse 

 Les résultats d'extractions d'ADN plasmidique, de PCR, de digestions enzymatiques et 

de purification de fragments d’ADN sont analysés en général avec des mini-gels 

horizontaux d'agarose à 1% (ou à 1,5%) préparés dans du tampon TBE 0,5X (Tris-Borate 

0,045 M, EDTA 1mM). Les échantillons sont déposés tour à tour dans les puits du gel avec 

un sixième de volume de tampon de charge (Promega) et 6 μL de marqueur de taille 

moléculaire 100 pb ou 1 kb (Promega). Après migration et séparation des fragments 

d'ADN dans une cuve d'électrophorèse (contenant du tampon TBE 0,5X) à 100 V (environ 

30 min), les gels sont incubés 5 min dans une solution de bromure d'éthidium (BET à 0,1 

µg.mL-1) permettant la visualisation de l'ADN sous lumière ultraviolette (312 nm) et rincés 

à l'eau déminéralisée (Sambrook et al., 1989), puis photographiés sous UV à l’aide d’une 

caméra numérique Gel Doc 1000 (BIORAD). 

4.3.2. Dosage et évaluation de la qualité d’ADN 

L'ADN plasmidique a été dosé au spectrophotomètre (NanoDrop), puis déposé sur gel 

d'agarose afin de visualiser sa qualité. 

4.3.3. Séquençage de l’ADN 

Les séquençages d’ADN sont réalisés par la société MWG 

(http://www.eurofinsdna.com/). 

http://www.eurofinsdna.com/
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4.3.4. Analyse bioinformatique des séquences 

Les alignements des séquences nucléotidiques et protéiques sont soumis au logiciel 

« BLAST » (Altschul et al., 1990) du serveur du National Center for Biotechnology 

Information (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Les séquences traduites ont été analysées via 

le serveur « Sequence Manipulation Suite - SMS » (http://www.bioinformatics.org/sms2/). 

La base de données « Rebase » (Restriction Enzyme data BASE) a été consultée pour avoir 

des informations concernant les enzymes de restriction et leurs sites de clivage, ainsi que 

leurs caractéristiques (http://rebase.neb.com/rebase/). Les amorces ont été synthétisées (à 

0,01 µmol) par MWG. L’arbre phylogénétique a été construit à l’aide du logiciel « CLC 

Sequence Viewer 6 » (http://www.clcbio.com/), et la séquence promotrice a été analysée 

via le logiciel « PLACE » (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html). 

5. Histologie

5.1. Détection histochimique de l’activité ß-glucuronidase 

Des échantillons de racines latérales ou de coupes épaisses (prénodules et nodules) 

réalisées au vibratome ont été incubés à l'obscurité à 37°C pendant environ 24 h, dans une 

solution X-Gluc contenant le substrat de la β-glucuronidase (acide 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-β-

D-glucuronique) à 1 mM, additionnée de 0,5 mM de ferri-ferrocyanure de potassium (Jefferson 

et al., 1987) (Annexe 11). L’activité ß-glucuronidase conduit, en présence de X-Gluc, à 

l’apparition de cristaux bleu-indigo. Le mélange ferri-ferrocyanure de potassium agit comme 

catalyseur de la réaction et limite d’éventuels phénomènes de diffusion. 

Avant observation, les racines latérales de C. glauca sont fixées pendant 24 h dans une 

solution contenant 50% d'éthanol et 50% d'acide acétique à température ambiante et 

immergées plusieurs fois dans l'éthanol à 70%. Pour la clarification des racines, les 

échantillons ont été incubés dans du KOH (10%) à 90°C jusqu’à leur décoloration, puis 

rincées avec de l’eau distillée. 

5.2. Fixation, déshydratation et inclusion dans la résine 

Les échantillons prélevés sont plongés dans une solution de fixation (Annexe 12) 

constituée de 4 volumes de paraformaldéhyde 10% pour 1 volume de tampon phosphate (1 M à pH 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.bioinformatics.org/sms2/
http://rebase.neb.com/rebase/
http://www.clcbio.com/
http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html
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7,2) (Annexe 13). La réaction est réalisée pendant 24 h à température ambiante. La fixation 

permet une meilleure préservation des tissus. Les échantillons sont ensuite déshydratés au 

cours de plusieurs bains d’éthanol successifs de concentrations croissantes : 10%, 30%, 

50%, 70%, 80%, 90%, 95% et une nuit dans de l'éthanol absolu. L'imprégnation 

progressive du matériel végétal dans la résine (50 mL de Technovit 7100 et 0,5 g de 

durcisseur I) est réalisée par des bains de 1 à 2 h dans des solutions résine-éthanol (1:3, 1:1 

et 3:1) et un bain de 1 à 3 jours dans la résine pure. 

Les échantillons sont orientés et placés dans des moules contenant la solution 

d’inclusion (Technovit 3040) composée de résine et durcisseur hardener-II (15:1). Des 

adaptateurs sont collés aux blocs polymérisés (1 à 2 h à température ambiante) à l'aide d'un 

ciment de montage. 

5.3. Réalisation des coupes 

Afin de faciliter l'orientation des structures nodulaires pendant la polymérisation de la 

résine, les échantillons frais sont inclus dans l'agarose 3%, puis coupés au vibratome 

VT1000E (Leica Wetzlar, Allemagne). Des coupes épaisses de 200 à 300 μm sont réalisées 

dans du tampon phosphate froid afin de préserver l'activité GUS (ß-glucuronidase), puis 

incubées à 37°C dans la solution de X-Gluc précédemment décrite. Les échantillons sont 

ensuite déshydratés et inclus en résine suivant le protocole ci-dessus. Des coupes fines de 3 

à 6 μm d’épaisseur sont réalisées au microtome (Microm HM355S, Leica). 

5.4. Coloration au bleu de toluidine 

 Quelques gouttes de la solution aqueuse de bleu de toluidine (0,01%) sont déposées sur 

les lames portant les coupes de tissus réalisées au microtome. Après 5 min, l’excès de 

colorant est éliminé par lavage des lames à l'eau MilliQ. Une fois lavées, les lames sont 

séchées sur une plaque chauffante à 20°C. Le bleu de toluidine génère des colorations 

métachromatiques, ce qui permet de colorer les différents tissus histologiques en nuances 

différentes. Les échantillons sont montés entre lame et lamelle dans un milieu de montage 

Isomount (Labo-nord) avant d'être observés sous microscope. 
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5.5. Coloration au rouge de ruthénium 

 Les coupes de nodules sont éventuellement placées (environ 1 min) dans un verre de 

montre contenant du rouge de ruthénium en solution aqueuse à (0,01%), puis lavées à l’eau 

MilliQ et montées entre lame et lamelle avec une goutte d’eau. Le rouge de ruthénium est 

un colorant minéral qui permet de mettre en évidence les matières pectiques. 

5.6. Observations microscopiques 

 L'observation des échantillons non-coupés est faite à la loupe binoculaire (Leica) à 

faible grossissement avec un appareil photo intégré (DFC300FX). Un microscope DMRB 

(Leica) est utilisé pour les plus forts grossissements sur les coupes épaisses ou fines, et sur 

les racines non-coupées montées au préalable entre lame et lamelle avec des gouttelettes 

d'eau. Les images sont prises avec une caméra numérique « Evolution™ MP 5.0 Mega-

pixel Camera Kit ». 

 



 

 

 

 

  

 

 

 

Chapitre I : 
Caractérisation du gène 

CgCCaMK 
 



Figure 30 : Localisation du « calcium spiking » dans le poil absorbant de Pisum sativum et 
de Medicago truncatula. 

A : L’intensité de la fluorescence du calcium a été mesurée (après injection d’Oregon 
Green) dans trois régions cellulaires différentes de P. sativum. Les traces du calcium ont été 
enregistrées après 30 min d’application des NFs. Les pics de concentration en calcium sont 
bien localisés autour de la région nucléaire et diffusent faiblement dans le cytoplasme 
environnant ; B : Détection du « calcium spiking » autour du noyau (flèche noire) chez M. 
truncatula par localisation de la protéine caméléon NupYC2.1 (en jaune) (barre d’échelle = 
15 µm). 
A : D’après Oldroyd et Downie, 2004 ; B : D’après Sieberer et al., 2009. 

A B 
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I. Introduction 

1. CCaMK/DMI3, une kinase requise dans la symbiose rhizobienne et

mycorhizienne à arbuscules

Le gène DMI3 a été isolé en 2004 par deux équipes indépendantes chez la Légumineuse 

modèle Medicago truncatula (Lévy et al., 2004 ; Mitra et al., 2004). Il code une protéine 

kinase dépendante du calcium et de la calmoduline (ou « CCaMK » pour « Calcium and 

CalModulin dependent protein Kinase ») qui intervient dans les voies de signalisation 

nécessaires à l’établissement des symbioses mycorhizienne et rhizobienne. La protéine 

DMI3 serait impliquée dans le décodage des oscillations calciques induites par les facteurs 

Nod ou les facteurs Myc. Elle dirigerait, par sa capacité à distinguer les oscillations 

induites par Rhizobium de celles induites par les champignons mycorhiziens à arbuscules, 

la signalisation symbiotique soit vers le processus de nodulation, soit vers celui de 

mycorhization (Oldroyd et Downie, 2006 ; Kosuta et al., 2008). 

Chez M. truncatula, le phénotypage des mutants dmi3 « knock-out » montre que ceux-ci 

sont à la fois incapables de noduler et de former des mycorhizes à arbuscules (Catoira et al., 

2000). Cependant, contrairement aux mutants dmi1 et dmi2, les mutants dmi3 et Pssym9 

(l’orthologue chez Pisum sativum) ne présentent pas d’altération des oscillations calciques 

au sein des cellules racinaires infectées, ce qui permet de placer le gène DMI3 en aval de 

cette étape dans la voie de transduction symbiotique (Wais et al., 2000 ; Lévy et al., 2004 ; 

Mitra et al., 2004). 

1.1. CCaMK et oscillations calciques (ou « calcium spiking ») 

Les oscillations calciques ou « calcium spiking » sont définies comme des fluctuations 

rapides, non-linéaires et répétitives du calcium au niveau du cytosol. Lors de l’interaction 

symbiotique Légumineuses-Rhizobium, ces oscillations sont observées au niveau des poils 

absorbants, 10 min après traitement de M. truncatula aux NFs (Hazledine et al., 2009 ; 

Sieberer et al., 2009). Elles sont localisées dans le cytosol autour du noyau (Figure 30) des 

cellules épidermiques et corticales (Miwa et al., 2006), ce qui pourrait indiquer le rôle du 

noyau dans le stockage interne du calcium. Actuellement, il y a très peu d’informations sur 

la façon dont la perception des NFs conduit à l'activation des oscillations calciques 

(Gleason et al., 2005). 



Figure 31 : Localisation subcellulaire de la protéine DMI3 chez Medicago truncatula. 

A : DMI3 se localise fortement dans le noyau des cellules épidermiques des racines et n’est 
pas affectée par les NFs (barre d’échelle = 40 µm) ; B : Détection de DMI3 dans le noyau 
des poils absorbants en utilisant la fusion PromDMI3::DMI3::GFP. Le DsRED est utilisé 
comme marqueur de sélection. 
A : D’après Kaló et al., 2005 ; B : D’après Smit et al., 2005. 

A B 
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Sieberer et al. (2012) ont récemment montré que les oscillations calciques présentent 

des signatures spécifiques dont les profils sont corrélés avec les étapes précoces de 

l’infection. En effet, lors de toutes premières étapes de l’infection endosymbiotique, les 

réponses calciques sont caractérisées par des changements de fréquence qui passent 

d’oscillations à hautes fréquences à des oscillations à basses fréquences. Ces changements 

ou « switch » sont concomitants au stade d’infection apoplastique transcellulaire. 

1.2. Localisation subcellulaire de CCaMK 

 La protéine CCaMK est localisée dans la région nucléaire des racines là où les 

oscillations calciques s’opèrent. Quelques protéines impliquées dans les étapes précoces de 

la signalisation symbiotique ont aussi une localisation nucléaire comme NSP1 et NSP2 

(Parniske, 2008 ; Oldroyd et al., 2009). Chez M. truncatula, la fusion du gène CCaMK 

avec le gène rapporteur GFP sous le contrôle du promoteur 35S du Virus de la mosaïque 

du chou-fleur (CaMV « Cauliflower Mosaic Virus ») montre une localisation nucléaire 

dans les cellules épidermiques des racines (Figure 31 A) (Kaló et al., 2005) et dans 

quelques cellules épidermiques adjacentes au méristème des nodules (Lévy et al., 2004). 

Une localisation similaire a été observée dans les poils racinaires quand la GFP est 

positionnée en N-terminal sous le contrôle du promoteur DMI3 (Figure 31 B) (Smit et al., 

2005). 

1.3. Protéines orthologues et fonctions de CCaMK 

 Il est à souligner que le gène CCaMK a été isolé pour la première fois chez une plante 

(le lys) en 1995 (Patil et al., 1995). Plusieurs orthologues de DMI3 ont été isolés chez des 

Légumineuses telles que Lotus japonicus (LjCCaMK) (Tirichine et al., 2006a), Sesbania 

rostrata (SrCCaMK) (Capoen et al., 2009), Arachis hypogea (Sinharoy et DasGupta, 2009) 

et chez des non-Légumineuses comme le riz (OsCCaMK) (Chen et al., 2007). Il a été 

démontré que OsCCaMK peut complémenter le mutant dmi3 pour l’induction de 

mycorhizes complètement fonctionnelles chez M. truncatula et chez L. japonicus (Chen et 

al., 2007 ; Banba et al., 2008). Dans le cadre de l’interaction avec Rhizobium, la 

complémentation avec OsCCaMK conduit à l’expression du marqueur de noduline précoce 

ENOD11 et aboutit à la formation de nodules ; cependant, ces structures sont vides, et la 

plupart des cordons d’infection avortent dans l’épiderme des poils racinaires infectés 



Figure 32 :  Modèle d’interaction des deux protéines CCaMK et CYCLOPS (D’après Yano 
et al., 2008). 

Les oscillations calciques sont générées dans le nucléus ;  les ions de Ca2+ vont se lier à la 
partie C-terminale des EF-Hands induisant l’autophosphorylation du domaine kinase. Ceci 
induit une augmentation de l’affinité du domaine de fixation à la calmoduline (CAM) qui se 
lie à cette dernière (CBD). Dans le cortex racinaire, CCaMK induit l’organogenèse 
nodulaire par augmentation de la concentration de la cytokinine (CK) ; alors que dans les 
cellules infectées par les bactéries, CCaMK interagit avec CYCLOPS. (NLS) : Localisation 
nucléaire du signal ; (CC) : Coiled-coil-domain. 
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(Gleason et al., 2006 ; Godfroy et al., 2006). Ce résultat démontre l’implication de DMI3 

dans la formation des cordons d’infection et la libération des bactéries dans les cellules 

végétales. Des résultats comparables ont été observés chez A. hypogea, ce qui montre que 

le gène DMI3 est essentiel au développement et au fonctionnement du nodule (Sinharoy et 

DasGupta, 2009). 

À l’exception de son implication dans les phénomènes de nodulation et de 

mycorhization, le rôle biologique de CCaMK est peu connu. D’après Poovaiah et al. 

(1999), CCaMK intervient dans le développement des anthères et de l’apex racinaire. 

D’autres chercheurs suggèrent que la protéine pourrait jouer un rôle dans la mitose et la 

méiose et interviendrait dans la réponse des plantes aux stress environnementaux (Yang et 

Poovaiah, 2003 ; Ikeda et al., 2011). L’implication de la protéine kinase dépendante du 

calcium et de la calmoduline des mammifères (CaMKII) dans la biogenèse mitochondriale 

suggère que les protéines kinases des plantes telles que CCaMK interviennent dans la 

prolifération des endosymbiotes dans les cellules végétales (Wu et al., 2002). 

1.4. Interaction CCaMK/protéines 

 Des expériences de double hydride ont permis d’identifier un complexe protéique 

CYCLOPS/IPD3 chez L. japonicus et M. truncatula localisé dans le noyau en aval des 

oscillations calciques. CYCLOPS/IPD3 interagit avec la protéine CCaMK à travers 

le domaine « coiled-coil » (Messinese et al., 2007 ; Chen et al., 2008 ; Yano et al., 

2008 ; Kang et al., 2011). Afin de comprendre les mécanismes moléculaires impliqués 

dans le décodage et la transduction des oscillations calciques, les études visent 

à une caractérisation structurelle et fonctionnelle du complexe protéique CCaMK/

CYCLOPS par les approches physiologiques et biochimiques (Équipe du Dr. M. 

Parniske, Université de Munich, Allemagne). Yano et al. (2008) ont signalé que 

le complexe protéique CCaMK/CYLCOPS (Figure 32) est requis pour l’infection 

et que l’organogenèse nodulaire nécessite d’autres protéines (non encore identifiées) 

qui interagiraient avec CCaMK. 

 Récemment, une protéine de la superfamille des ubiquitines a été identifiée chez le 

lotier par Kang et al. (2011). Il s’agit de CIP73 « CCaMK-Interacting Protein », une 

protéine d’environ 73 kDa de localisation nucléaire. Cette protéine est exprimée dans 

les racines et une faible expression est détectée dans les feuilles, les tiges et les 

nodules. 



1  2   3 4 5 6  7 

Figure 33 : Structure de la séquence du gène CCaMK de Casuarina glauca et de la protéine 
prédite. 

A : Structure intron/exon du gène CgCCaMK (5,04 kb) ; B : La protéine CgCCaMK (520 
aa) est composée du domaine N-terminal (N) au domaine C-terminal (C), d’une 
sérine/thréonine kinase avec un site de liaison de l’ATP (S), d’un site d’autophosphorylation 
(SAP). Le domaine kinase est précédé d’une séquence d’adressage de la protéine au noyau 
(NLS) et suivi d’un domaine central autoinhibiteur CAM (DACAM) pouvant lier la 
calmoduline et d’un domaine carboxyterminal de type visinine présentant 3 motifs EF-
hands ; C : Structure en hélice de la protéine CCaMK non-phosphorylée. 
B : D’après Patil et al ., 1995 ; C : D’après Shimoda et al., 2012. 
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L’expression dans les racines est significativement diminuée après inoculation avec M. loti. 

De plus, l’extinction par ARNi de CIP73 « knock-down » entraîne une diminution de 

la nodulation ; ce qui suggère que CIP73 joue un rôle essentiel dans la formation des 

nodules. Contrairement à l’interaction CCaMK/CYCLOPS, CIP73 peut seulement 

interagir avec le domaine kinase de la protéine CCaMK. CIP73 est un substrat de 

phosphorylation de CCaMK, et les études suggèrent que CIP73 peut être un nouveau 

régulateur de l’organogenèse nodulaire (Kang et al., 2011). 

2. Structure et mode de fonctionnement de la protéine CCaMK

La protéine CCaMK/DMI3 est caractérisée par plusieurs domaines (Figure 33) : 

- En N-terminal se trouve un domaine sérine/thréonine kinase qui est précédé d’une 

séquence d’adressage au noyau ; un résidu Thr spécifique, situé dans ce domaine, est 

impliqué dans l’autophosphorylation de CCaMK en présence du calcium. 

- Un domaine central d’autoinhibition qui peut lier la calmoduline. Le domaine kinase 

et son domaine CAM ont une forte homologie avec la protéine kinase dépendante du 

calcium et de la calmoduline CaMKII des mammifères (Kang et al., 2011). 

- Un domaine C-terminal de type Visinine présente trois motifs supersecondaires 

hélice-boucle-hélice appelés : mains-EF (ou « EF-hands ») capables de lier chacune 

un ion calcium (Boonburapong et Buaboocha, 2007). Ces motifs ont été mis en 

évidence pour la première fois chez la parvalbumine, une protéine cytosolique de 

liaison du calcium présente dans certains neurones et dans les muscles squelettiques 

(Kretsinger et Nockolds, 1973). 

La protéine CCaMK a la propriété de se fixer soit au calcium libre, soit avec un 

complexe calcium/calmoduline. Des analyses biochimiques de la protéine CCaMK du lys 

(Lillium longiflorum) ont permis de proposer un mode de fonctionnement pour CCaMK 

selon lequel les ions Ca2+ libérés au cours du signal calcique se fixent sur les mains-EF du 

domaine de type Visinine ; ce qui induit l’activité du domaine kinase et provoque une 

autophosphorylation du résidu thréonine (Thr267 chez L. longiflorum ; Thr271 chez M. 

truncatula et Thr265 chez L. japonicus) (Patil et al., 1995 ; Gleason et al., 2006; Tirichine 

et al., 2006a). Cette autophosphorylation provoque un changement de conformation de la 

protéine, qui augmente l’affinité du domaine central pour la calmoduline (CAM). Celle-ci, 

qui a elle-même fixé des ions calcium, vient alors se fixer au niveau du domaine central, ce 



Figure 34 : Représentation du mode de fonctionnement de la protéine CCaMK/DMI3 
(D’après Shimoda et al., 2012). 

Le signal calcique induit en réponse des signaux envoyés par les microsymbiontes est perçu 
par les EF-Hands (step 1) induisant l’autophosphorylation de la thréonine située sur le 
domaine kinase. La protéine CCaMK change de conformation (step 2) et la calmoduline 
vient se fixer au domaine central, ce qui entraîne la levée de l’autoinhibition de l’activité 
kinase de CCaMK qui confère la possibilité à l’infection rhizobienne (step 3). 
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qui entraîne la levée de l’autoinhibition de l’activité kinase de CCaMK (Figure 34) 

(Shimoda et al., 2012). Les protéines cibles de CCaMK sont alors phosphorylées et le 

signal calcique est interprété (Sathyanarayanan et al., 2000). 

Cette double régulation de CCaMK par le calcium suggère que CCaMK pourrait 

reconnaître le signal calcique et le décoder ; ce qui conduit à la transcription des gènes 

situés en aval du CCaMK induisant l’organogenèse nodulaire (De Koninck et Schulman, 

1998 ; Oldroyd et Downie, 2004 ; Miwa et al., 2006 ; Kang et al., 2011). 

3. Objectifs

En raison de la fonction clé du gène CCaMK/DMI3 dans la voie de transduction des 

NFs et des facteurs Myc chez les Légumineuses, l’équipe Rhizogenèse a choisi de 

rechercher l’homologue chez C. glauca et de déterminer si ce gène était impliqué dans la 

voie de transduction des signaux symbiotiques chez les plantes actinorhiziennes. 

Dans ce chapitre, nous présenterons CgCCaMK, l’homologue de DMI3/CCaMK, isolé 

chez C. glauca. La partie II correspond aux travaux réalisés par H. Gherbi et ses 

collaborateurs avant mon arrivée dans l’équipe. La caractérisation de la région promotrice 

de CgCCaMK (partie III) s’inscrit dans mon travail de thèse. Un manuscrit intitulé « The 

central role of CCaMK in control of bacterial infection and nodule organogenesis is 

conserved between Rhizobium-Legume and actinorhizal symbioses », reprend certains de 

ces résultats. Ajouté en annexe de ce chapitre, ce manuscrit sera soumis prochainement à 

une revue de rang international. 

II. L’homologue de DMI3/CCaMK chez Casuarina glauca

1. Isolement

Récemment, l’équipe Rhizogenèse (IRD de Montpellier) a pu identifier l’homologue du 

gène MtDMI3 chez C. glauca grâce à une approche de criblage d’une banque d’ESTs de 

racines et de nodules de C. glauca (41000 ESTs) (Hocher et al., 2011a) produite très 

récemment dans le cadre du projet Génoscope (collaboration avec P. Normand, 

CNRS/Université Lyon1). L’analyse bioinformatique a permis d’identifier 3 ESTs 

homologues au gène CCaMK/DMI3 des Légumineuses. L’ADN complémentaire (ADNc) 



Figure 35 : Alignement de séquence de CCaMK chez Lotus japonicus (LjCCaMK), 
Medicago truncatula (MtCCaMK) et Casuarina glauca (CgCCaMK).   

CgCCaMK MtCCaMK LjCCaMK SrCCaMK 
Domaine kinase 

Domaine CAM 

Main-EF 1 
Main-EF 2 
Main-EF 3 

84% (77%) 

93% (86%) 

100% (100%) 
91% (91%) 
100% (75%) 

85% (78%) 

93% (83%) 

100% (91%) 
91% (83%) 
100% (91%) 

89% (80%) 

93% (83%) 

100% (100%) 
91% (83%) 
100% (83%) 

Domaine kinase Domaine CAM Main-EF 
Site  

d’autophosphorylation 

Tableau 3 : Résultats d’alignements des différents domaines protéiques CCaMK de 
Medicago truncatula (MtCCaMK), Lotus japonicus (LjCCaMK), Sesbania rostrata 
(SrCCaMK) et Casuarina glauca (CgCCaMK).  

Les chiffres présentent les pourcentages de similarité et d’identité (entre parenthèses). 
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ainsi que le fragment génomique ont été clonés (H. Gherbi et M. Nambiar-Veetil, équipe 

Rhizogenèse, Montpellier). 

2. Structure du gène, alignements de séquences et analyses phylogénétiques

Le gène CgCCaMK code une protéine de 520 aminoacides. La structure du gène 

comprend 7 exons et 6 introns et le cadre ouvert de lecture comporte 1563 nucléotides. Les 

analyses des séquences nucléique et protéique de CgCCaMK révèlent une similitude dans 

la structure intron-exon avec les CCaMK/DMI3 des Légumineuses (voir Figure 33 pour la 

structure du gène CgCCaMK et de la protéique prédite). Les résultats d’alignement 

révèlent des pourcentages de similarité et d’identité très élevés entre les homologues 

protéiques des Légumineuses (Figure 35). 

Le Tableau 3 présente le pourcentage de similarité et d’identité entre les différents 

domaines protéiques de CgCCaMK avec ceux des Légumineuses (M. truncatula et L. 

japonicus). Cette similitude atteint respectivement les 89 %, 93% et 100% pour le domaine 

kinase, le domaine autoinhibiteur/CAM et les 3 motifs mains-EF. Enfin, l’analyse 

Southern blot suggère que, comme chez les Légumineuses, le gène CgCCaMK est présent 

en copie unique chez C. glauca. 

L’arbre phylogénétique, regroupant les séquences protéiques DMI3/CCaMK déduites de 

quelques espèces végétales appartenant à différentes familles, a été réalisé à l’aide du 

logiciel « CLC Sequence Viewer 6 ». Les analyses mettent en évidence que la protéine 

CCaMK de C. glauca et celle de Vitis vinifera appartiennent au même sous-groupe, et que 

CgCCaMK est proche des CCaMKs de Légumineuses (Figure 36). 

3. Implication de CgCCaMK dans le processus symbiotique

La caractérisation fonctionnelle de CgCCaMK a débuté par une approche de type ARN 

interférent (ARNi) visant à éteindre l’expression du gène et à étudier l’impact de cette 

extinction sur les processus de nodulation et d’endomycorhization (H. Gherbi et 

collaborateurs, Rhizogenèse, Montpellier). 

Les résultats obtenus, présentés en détail dans le manuscrit joint en annexe de ce 

chapitre, indiquent que l’introduction d’une construction ARNi-CgCCaMK induit chez C. 

glauca un retard de nodulation, une baisse de la quantité de nodules et une diminution du 

nombre d’événements d’infection précoces des poils absorbants. Au niveau cyto-



Figure 36 : Arbre phylogénétique contenant la protéine CCaMK de Casuarina glauca ainsi 
que des CCaMK des autres espèces, basé sur l’alignement par la méthode ClustalW.  

L’arbre a été enraciné avec la séquence protéique du gène CPK1 d’Arabidopsis thaliana. 
Les nombres indiquent les pourcentages de 1000 bootstraps. L’arbre a été construit en 
utilisant l’algorithme neighbor-joining dans le logiciel « CLC Sequence Viewer 6 » 
(http://www.clcbio.com// ). 

http://www.clcbio.com/
http://www.clcbio.com/
http://www.clcbio.com/
http://www.clcbio.com/
http://www.clcbio.com/
http://www.clcbio.com/
http://www.clcbio.com/


Chapitre I : Caractérisation du gène CgCCaMK  
 

60  
 

histologique, la zone d’infection apparaît restreinte et la taille des cellules de la zone de 

fixation d’azote est réduite dans les nodules ARNi-CgCCaMK. Le phénotype d’altération 

du processus de nodulation est cependant moins marqué que chez les plantes ARNi-SymRK 

(Gherbi et al., 2008a). Ces résultats suggèrent l’implication précoce de CgCCaMK lors de 

la pénétration des actinobactéries dans les poils absorbants et plus tardivement, pour leur 

progression intracellulaire dans le nodule. Des résultats comparables ont été obtenus chez S. 

rostrata lors de l’extinction par ARNi du gène SrCCaMK (Capoen et al., 2009). De plus, 

les inoculations avec le champignon Glomus intraradices ont également mis en évidence 

que la mycorhization est significativement altérée chez les plantes ARNi-CgCCaMK ; le 

nombre d’hyphes intraracinaires, de vésicules et d’arbuscules est significativement très bas. 

Par ailleurs, des analyses de complémentation fonctionnelle d’un mutant dmi3 de M. 

truncatula ont ensuite été entreprises en collaboration avec C. Rosenberg (LIPM de 

Toulouse). Les résultats mettent en évidence que la partie codante de CgCCaMK, placée 

sous le contrôle du promoteur de M. truncatula PromMtDMI3, restaure à la fois la 

nodulation et la mycorhization chez le mutant dmi3. Le gène CgCCaMK est donc capable 

de décoder les oscillations calciques lorsqu’il est exprimé chez une Légumineuse. 

L’ensemble de ces résultats montre que la fonction du gène CgCCaMK est conservée 

entre plantes actinorhiziennes et Légumineuses ; ce qui renforce l’hypothèse selon laquelle 

les plantes aptes à la symbiose nodulaire dérivent d’un ancêtre commun à l’origine du 

clade des Eurosid I. 

 

III. Caractérisation du promoteur CgCCaMK 

1. Séquence du promoteur et analyse informatique 

Afin de conforter l’implication de CgCCaMK dans le processus symbiotique, j’ai donc 

entrepris la caractérisation de la région promotrice de ce gène. Avant mon arrivée au 

laboratoire Rhizogenèse, un fragment de 2168 pb correspondant au promoteur CgCCaMK 

a été isolé par PCR à partir de l’ADN génomique de C. glauca, en utilisant le kit 

« Universal Genome Walking » de Clontech. Afin d’identifier des motifs régulateurs 

potentiels, j’ai analysé cette séquence in silico en utilisant le logiciel « PLACE » 

(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html). 

http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html


  
AAATTGGGTGCATGCTTTCCACGTATTTCTCACGGGATGTGCTCATTCCGATAGAGTACATAGACACAAGAG
TCATTCGGACAAAAGTATACAAAAGCTCATAATAGCATATGCATTCCCAAAAAGTTGACTCAATACAAGTTT
TCACTTACAATACTTATAAGTTTGAAGGTTCATTCTCTTACCATTGATGTGGTATAATATTGTGATAGATTTA
ATTTGTTTCAAATGAAATGAGAAAATATAGGATCTAAATAGTTAGATCTAAAACACTAGACATAATTATGTA
AATAAGATTAAAATAAGAAAACATATCATTCTTTTGGTCCATGTTAAAGATCAACAACTACAAAATAGGATC
TTTAGGTAAGATTCTTATCCTCTATTCTCAGTTAAGCACACTAGCATAATAAGACTACTACAAGAGGGACGG
TTTATGAAAACCTTAGACTTCCTACTATAAGACTTAACTTGTTCTTTATGTGCTACCTAATAGGTCTTACTTAT
CACAAATCTATTTAGTAAGTTATAATATATACTAGTCAATCTATATTTAATTATTAAGAAACTATGTGTTTCA 
CTTTATTATATTAATCTTGAGTCCGTTAATATAAGCACACATTAGTAAGCCTAATAGAAATTTGGCTAACATG
TCAACATTTAACCTTGACAATATGGGTGGTTAAGCAAATTATGCAAATGATTATTTCACTACTTGTGTGTTCT
ATGTGTTTTTTTTTTTTTTTTCCCTCTTCTTTTATTTTTCTGTGAACAAAGGAAACAAAAGCTACATCCTTAAT
GGGATAAATAAAATATTATGCTACTCCAAATACTAAAACTGTAGACTATTTTTTTTTTTTTACTAAAATAAGA
CCTTAGTAAACTAATTTTTAATATAAAATTAAAATTAATAATGAGCATAAAACGTTCTATTCATTGAAAAAG
TGCCAAGTTTAATTAGGACACTAATTTCTATTTAATATAAACTCAAAGTAAATAATATATGTATGTGTTTATA
CATGTTGAGATACACCAGAAGCCTTAAACACCAATTGTATCACACACACAAAAAAAAATCTTCTTATGGGAA
CCTGAAGATTTAATTATAAATTGATAGTTAAAAAGATAAACCTTTTTCTTAATGTTTTATCTTATAATTATTTT
CTGTCTCCTTAAATTAATATTCAAATTTTGCCTTTGGTTGACACTTATCAGTTTTATAAGACAAATCACTAGG
AATGGATCGTAAGGATTTAATTTACATTTGAACTTTCACTATAATCGGCAACATAACGTTGTCTTTTTGTCGA
ATTCATCCTCCATCTTGGATCCATTTGAATTCAAATTTTGGGCATTGAGCTGATGATACCAACGATGAAAATT
CCTATTCAAAAGATCCAAACTAACCAACGATGAAAATTCCTATTCAAAAGATCCAAACTAGCATTAACATC
GGCTAACCCCTATACGAATCTTTTTTCCATTGATCTAATCAACTACTTGGCATCTTTTTTCCTGTTTGTTCTTTT
ACAAGCACGCAGATCCCAACATAAACCTTGCAAGTTCATTGTGACCTTTGGGAGCTTAAATGGGTATGCTGA
ACGTGGGAATTAACGTCTTCAATGGGCAGATCCTTTTTTTCTCTTCTCTATCGCCGTTCACACACTCCAAAGT
ATCCGGTCTTTGTTCTTTTTGGCAACATTTATCTCATTTGGCTGAATTTCTTGCAAACTTTCCCATGTCGTGCT
CGGCCAAATAGCAACCTATACTGTACAAAAGTCAAAAATCAAAGGCTGTGGGAGAGAGAAAGAGTGCTGG
CGAAGCCATGCATGAGGTGGAGGAATTTTTAAAGCAACGGACGAAAGTAGGAACCCAAGTTTAGTTGACTA
TGGCTTTGTCCCCTCCTCTGCAGCTCTTCCACCGACTAGATAATTGTCTCCTTTCCATCTGAATTAGGTTCAT
ATTTTATGCTATAAACTAATGCACAAACTGTTCACAGGCTGATGTCAATGCCTTTCGTTCCAATCCGCAATTC
AACGTGCTCTCTTCCTTGTCATTGAACCTACCCTATTCTCCGTCTTCATTGCTCTTTCTGCCTGCAAGTTTCTC
TCTCAGTTTTTCAGATTCCAGTTCTCTTGGCTCTTTGCAGTCGTTCAAGAATTTGTATT 
 
Figure 37 : Identification des différents motifs dans la séquence nucléotidique du 
promoteur du gène CgCCaMK.  
 
Les motifs sont indiqués par différentes couleurs.  
CATATG : motif potentiellement impliqué dans la réponse à l’auxine ; GTAC : réponse au 
cuivre et à l’hypoxie ; GAAAAA : réponse aux pathogènes et à la salinité ; CTAACCA : 
réponse à l’acide abcissique ; AAAGAT et CTCTT : séquences spécifiques de gènes 
exprimés dans des cellules infectées de nodules fixateurs d’azote ; AACGTG : réponse au 
jasmonate. 

Figure 38 : Présentation de la construction PromCgCCaMK::GUS::TermNos 
 
Le vecteur de transformation utilisé est constitué d’une fusion transcriptionnelle du 
promoteur CgCCaMK et du gène rapporteur GUS, avec le terminateur Nos de la nopaline 
synthase d’Agrobacterium tumefaciens. Le marqueur de sélection des cellules végétales 
transformées génétiquement est le gène nptII qui confère la résistance à la kanamycine. 
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Les principaux motifs identifiés sont les suivants (Figure 37) : 

- AAAGAT et CTCTT : ces séquences sont associées à des gènes exprimés dans des 

cellules infectées de nodules fixateurs d’azote. On les trouve par ex. dans le promoteur 

du gène d’hémoglobine de soja (Stougaard et al., 1990). 

- CATATG : il s’agit d’un motif potentiellement impliqué dans la réponse à l’auxine, qui 

a été identifié dans le promoteur du gène SAUR 15A de soja (SAUR : « Small Auxin-

Up RNA ») (Xu et al., 1997). 

- GAAAAA : ce motif a été identifié dans la région promoteur du gène SCaM-4 de soja ; 

il permet une réponse aux pathogènes et au stress salin (Park et al., 2004). 

- CTAACCA : cette séquence identifiée dans les gènes MYB d’Arabidopsis assure une 

réponse à l’acide abcissique (Busk et Pages, 1998). 

- AACGTG : ce motif présent dans des promoteurs de gènes de tomate et d’Arabidopsis 

est impliqué dans la réponse au jasmonate. 

Il est donc intéressant de noter que l’on retrouve bien chez PromCgCCaMK des 

séquences cis spécifiques de gènes symbiotiques. La détermination de la fonction réelle de 

l’ensemble de ces motifs nécessitera une analyse par délétion ou par mutation de ces 

séquences, et une étude de l’impact de ces altérations sur la fonctionnalité du promoteur 

CgCCaMK. 

2. Expression spatio-temporelle conférée par le promoteur CgCCaMK chez

Casuarina  glauca 

2.1. Approche méthodologique 

2.1.1. Description de la construction PromCgCCaMK::GUS::TermNos 

La séquence promotrice PromCgCCaMK de C. glauca a été clonée dans le vecteur 

binaire de transformation pBI101.3 (Clontech) en amont du gène rapporteur de la β-

glucuronidase (appelé gène uidA ou plus communément GUS) (Jefferson et al., 1987) afin 

d’en étudier la spécificité d’expression. 

La conformité de la construction PromCgCCaMK::GUS::TermNos (Figure 38) a été 

vérifiée par séquençage. La construction chimère a ensuite été introduite dans la souche 

d’A. tumefaciens C58C1 contenant le plasmide Ti désarmé pGV2260 (Vancanneyt et al., 

1990). 



PromCgCCaMK:: 
GUS::TermNos 

Témoins d’organogenèse 

Témoins de sélection 

A B C
ù 

Figure 39 : Transformation génétique de Casuarina glauca avec la construction 
PromCgCCaMK::GUS::TermNos et obtention de nouvelles plantules par micropropagation. 
 
A : Les épicotyles transformés génétiquement sont cultivés depuis 2 mois sur milieu sélectif 
nutritif. Les témoins positifs d’organogenèse et les témoins négatifs non-transformés sont 
cultivés sur kanamycine ; B : Des cals se développent sur les témoins positifs, alors que les 
témoins de sélection ne présentent aucune callogenèse ; C : Enracinement des rameaux de 
C. glauca dans du charbon actif. 
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2.1.2. Transformation de C. glauca par la souche C58C1 d’A. tumefaciens 

contenant la construction PromCgCCaMK::GUS::TermNos 

Afin de déterminer l’expression spatio-temporelle conférée par la région promotrice 

CgCCaMK, nous avons ensuite introduit, à l’aide de la souche désarmée d’A. tumefaciens 

C58C1 (pGV2260), la fusion transcriptionnelle PromCgCCaMK::GUS::TermNos chez C. 

glauca. Ansi, 193 fragments d’épicotyles de C. glauca ont été générés à partir de 150 

plantes, puis co-cultivés avec A. tumefaciens C58C1 (pGV2260, pBI101.3) contenant la 

construction PromCgCCaMK::GUS::TermNos. Après co-culture, les explants transformés 

ont été transférés sur milieu nutritif avec kanamycine de façon à sélectionner les cellules 

végétales transformées génétiquement. Par ailleurs, 50 plantes ont été utilisées comme 

témoins positifs ou négatifs. 

Pour les témoins négatifs visant à vérifier l’efficacité de la sélection par la kanamycine, 

24 fragments d’épicotyles non-transformés génétiquement ont été cultivés en présence de 

kanamycine à 50 mg.L-1. Dans ce contexte, il est attendu qu’aucun cal ne puisse se 

développer. Pour le témoin positif d’organogenèse, 40 fragments d’épicotyles non-

transformés génétiquement ont été cultivés sur milieu nutritif avec régulateurs de 

croissance et sans antibiotique ; il est attendu que des cals organogènes se développent sur 

tous les explants. 

2.1.3. Sélection des plantes de C. glauca PromCgCCaMK::GUS::TermNos 

obtenues par transformation génétique avec A. tumefaciens 

  Après 2 mois de repiquage sur milieu nutritif sélectif, des cals poussant en présence de 

kanamycine sont observés aux extrémités de 32,64% des rameaux. Chacun de ces cals 

résulte d’un événement de transformation différent, et a été cultivé de façon à produire des 

lignées transgéniques indépendantes. Pour les témoins positifs d’organogenèse, des cals se 

sont développés à une ou aux deux extrémités des épicotyles non-transformés ; pour les 

témoins négatifs, aucun cal ne s’est développé ce qui confirme l’efficacité de l’antibiotique 

utilisé (Figure 39 A). Après 2 mois de culture, une activité ß-glucuronidase a été 

recherchée sur ces cals. 

  Deux à trois mois  après la transformation, des bourgeons sont observés sur 57,14% des 

cals PromCgCCaMK::GUS::TermNos et sur 100% des témoins d’organogenèse (Figure 



Lignée transgénique 

PromCgCCaMK:: 

GUS::TermNos 

Nombre de 

plantes 

analysées/lignée 
GUS1 
GUS9 
GUS13 
GUS22 
GUS23 
GUS29 
GUS37 

4 
7 
8 
1 
4 
8 
4 

PromCgCCaMK:: 
GUS::TermNos 

Témoins 
d’organogenèse 

Témoins de 
sélection 

Nombre de lignées de cals 
(% de cals avec bourgeons) 

 
Nombre de plantes produites 

(micropropagation) 
 

Nombre de lignées de cals 
sélectionnées 

 
Nombre de plantes étudiées 

21 
(57,14%) 

 
 

97 
 
 
7 
 

36 

5 
(100%) 

 
 

30 
 
 
4 
 
4 

0 
(0%) 

 
 
0 
 
 
0 
 
0 

Tableau 4 : Nombre de plantes étudiées lors de l’étude spatio-temporelle conférée par le 
promoteur CgCCaMK. 

Tableau 5 : Lignées transgéniques PromCgCCaMK::GUS::TermNos utilisées pour suivre la 
cinétique d’inoculation. 
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39 B). Dans un premier temps, 21 lignées de cals résultant de la transformation génétique 

d’épicotyles par la souche d’A. tumefaciens exprimant la construction 

PromCgCCaMK::GUS::TermNos ont été sélectionnées. La sélection des lignées 

transgéniques a été basée sur la croissance rapide des cals sur milieu sélectif avec 

antibiotique, la forte coloration bleue lors de la révélation de l’activité ß-glucuronidase 

dans les cals et le nombre de rameaux se développant sur les cals. 

  Lorsque les rameaux ont environ 3 à 4 cm (soit environ 6 mois après transformation par 

les agrobactéries), ils sont soumis à un choc auxinique destiné à induire la rhizogenèse. Au 

bout de 3 semaines, de 50% à 100% des rameaux ont développé des racines (Figure 39 C). 

L’efficacité d’enracinement est identique pour les rameaux transgéniques et les rameaux 

non-transgéniques prélevés sur des cals non-transformés. Les révélations histochimiques 

de l’activité GUS sur les plantes transgéniques ont été entreprises en incubant 2 à 3 racines 

latérales avec poils absorbants dans le tampon X-Gluc. 

  Afin d’étudier la cinétique d’expression spatio-temporelle conférée par la construction 

PromCgCCaMK::GUS ::TermNos au cours des étapes précoces de l’interaction C. glauca-

Frankia et de limiter le travail de culture in vitro, le nombre de lignées transgéniques 

indépendantes PromCgCCaMK::GUS::TermNos a ensuite été réduit à 7. Le niveau élevé 

d’expression GUS dans les racines latérales a été le principal critère pour choisir ces 

lignées. Trente-six plantes transgéniques de C. glauca présentant un développement 

racinaire important (au moins 10 cm de long et plusieurs racines latérales) issues de ces 7 

lignées ont été transférées en culture hydroponique. Quatre plantes régénérées à partir de 

cals non-transformés ont été utilisées comme témoins négatifs. Le Tableau 4 présente 

l’ensemble des résultats obtenus lors de cette expérience. 

2.1.4. Mise en place de la cinétique d’inoculation 

Après environ 2 à 3 semaines d’adaptation en culture hydroponique, les plantes ont été 

carencées en azote puis inoculées avec la souche CcI3 de Frankia, en suivant les 

conditions décrites dans la partie « Matériels et Méthodes ». L'expression du gène 

rapporteur GUS a été étudiée pour 1 à 8 plantes des 7 lignées indépendantes. Le Tableau 5 

présente le nombre de plantes/lignée utilisées pour suivre la cinétique d’inoculation. 

Des prélèvements de racines ont été réalisés pendant 3 semaines. Après inoculation par 

Frankia, un fragment de racine de 2 à 4 cm de long avec des ramifications latérales a été 



Figure 40 : Mise en évidence de l’activité GUS dans des racines 
PromCgCCaMK::GUS::TermNos lors de la phase précoce de la symbiose Casuarina 
glauca-Frankia. 
 
A-B : Racines non-inoculées montrant une expression dans le système vasculaire et la 
coiffe ; C : Racines à 2 jours après inoculation par Frankia. On observe une forte induction 
de PromCgCCaMK::GUS::TermNos ; D : Racines à 7 jours après inoculation par Frankia. 
On observe une forte expression de GUS dans les racines secondaires et les poils absorbants 
qui sont majoritairement déformés ; E-F : Racines à 12 jours après inoculation. On observe 
une  expression de GUS mais limitée à quelques poils absorbants déformés et aux zones 
d’émergence du prénodule correspondant aux sites d’infection par Frankia. Les racines ont 
été décolorées au KOH. (sv) : système vasculaire ; (pad) : poil absorbant déformé ; (zpr) : 
zone de prénodule.  Barre d’échelle = 50 µm (A, B, C, D), 100 µm (E, F). Photographies 
prises sous loupe binoculaire (A, B, C, D) ; Photographies prises sous microscope optique 
(E, F). 
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prélevé sur chaque plante aux jours (J) suivants : 0 J, 1 J, 2 J, 4 J, 7 J, 12 J et 20 J. 

Environ 2 semaines après inoculation, des renflements correspondant au stade 

prénodule sont apparus à la base des racines latérales, tandis que les premiers nodules 

formés de 1 à 5 lobes sont observés au bout de 3 semaines. De 4 à 6 prénodules et nodules 

à différents stades de développement ont été prélevés sur chacune des plantes 

transgéniques. La nodulation des plantes a été suivie sur une période de 2 mois et à raison 

de deux observations par semaine. 

2.2. Expression spatio-temporelle du PromCgCCaMK::GUS::TermNos dans les 

tissus non-symbiotiques 

  L'expression du gène rapporteur a été examinée dans les racines de chacune des lignées 

obtenues et des plantes non-transformées. Les lignées transformées diffèrent par le niveau 

d’activité GUS, mais présentent toutes une spécificité d’expression identique. Aucune 

coloration bleue n’est observée dans les lignées non-transgéniques témoins. 

  Le test histochimique sur les racines PromCgCCaMK::GUS::TermNos prélevées juste 

avant inoculation révèle une expression basale peu intense dans les zones épidermiques, le 

cortex, le tissu vasculaire et l’apex racinaire (Figure 40 A-B). En revanche, aucune activité 

du gène rapporteur n’a été observée dans les poils racinaires. 

2.3. Expression spatio-temporelle du PromCgCCaMK::GUS::TermNos dans les 

tissus symbiotiques 

2.3.1. Profil d’expression de PromCgCCaMK::GUS::TermNos lors des phases 

précoces de la symbiose 

Une déformation très prononcée de certains poils absorbants situés sur les racines 

latérales est observée 24 à 48 h après inoculation des racines par Frankia. Celle-ci est le 

résultat de la mise en place du dialogue moléculaire entre la plante hôte et le 

microorganisme symbiotique. Quatre jours après inoculation, l’intensité de la coloration 

augmente dans toutes les zones du système racinaire, incluant les tissus vasculaires, le 

cortex et l’épiderme (Figure 40 C). Une semaine après inoculation, l’expression demeure 

toujours aussi intense et se présente sous forme de « patches » denses, notamment dans les 

racines secondaires, au niveau de la zone d’émergence des poils racinaires. Les poils 



Figure 41 : Mise en évidence de l’activité GUS dans la zone d’émergence des prénodules, et 
coupes fines de prénodules et nodules de Casuarina glauca transformés avec la construction 
PromCgCCaMK::GUS::TermNos. 

A-B : Racine à15 jours après inoculation. On observe une très forte expression GUS dans la 
zone d’émergence des prénodules qui sont dans le prolongement des poils absorbants 
déformés ; C : Coupe longitudinale de prénodule. On observe une expression de GUS dans 
les jeunes cellules infectées du prénodule et dans les cellules corticales en cours d’infection ; 
D-E : Coupes longitudinales de nodules multilobés. On observe une expression de GUS 
principalement dans la zone méristématique et la zone de cellules en cours d’infection ;         
F : Cellules corticales infectées de la zone de fixation. On remarque que l’expression GUS 
est localisée dans les petites cellules en cours d’infection et que les cellules infectées 
hypertrophiées de grande taille présentent peu ou pas d’activité GUS. Les racines ont été 
décolorées au KOH et les coupes histologiques fines de 6 µm ont été réalisées au microtome 
et ont été colorées avec le rouge de ruthénium ; Les cellules infectées par Frankia 
apparaissent en rose. (cc) : cellules corticales ; (ci) : cellules infectées; (cm) : cellules 
méristématiques ; (pr) : périderme ; (sv) : système vasculaire ; (zi) : zone d’infection ; (zpr) : 
zone de prénodule. Barre d’échelle = 100 µm (A, B, F), 200 µm (C, D, E). Photographies 
prises sous microscope optique. 
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absorbants qui sont recourbés exhibent une forte coloration GUS (Figure 40 D). Au cours 

de la deuxième semaine après inoculation, l’expression devient plus localisée, mais reste 

très intense. Seuls quelques poils absorbants déformés présentent une coloration bleue. Les 

cellules adjacentes à ces poils racinaires présentent également une forte expression de la 

construction génique PromCgCCaMK::GUS ::TermNos (Figure 40 E-F). 

2.3.2. Profil d’expression de PromCgCCaMK::GUS::TermNos dans le prénodule 

et nodule 

 À dix-quinze jours, des zones GUS colorées de façon très intense sont visibles et 

correspondent à l’émergence de prénodules (Figure 41 A-B). Les observations réalisées 

sur des coupes fines montrent une forte expression, principalement dans les jeunes cellules 

infectées du prénodule (Figure 41 C). 

 Trois semaines après l'inoculation par Frankia, la formation de nodules possédant 

plusieurs lobes nodulaires est observée. Des coupes longitudinales fines ont été réalisées 

sur ceux-ci pour étudier précisément le profil d'expression du gène rapporteur. Les cellules 

infectées ont été examinées à fort grossissement (Figure 41 D). Dans les lobes nodulaires, 

une forte expression GUS est observée dans le méristème apical (Zone I), et dans les 

cellules corticales en cours d’infection par Frankia situées dans la partie apicale du nodule 

qui correspondent à la zone d'infection (Zone II) (Figure 41 E). Dans la zone de fixation 

(Zone III), on peut observer une expression GUS dans certaines cellules corticales non- 

infectées (Figure 41 F). Les coupes histologiques ont été colorées avec le rouge de 

ruthénium pour mettre en évidence les composés pectiques (Lachapelle, 2004). 

IV. Discussion

La récente caractérisation du gène CgSymRK par l’équipe Rhizogenèse (Gherbi et al., 

2008a) a montré que celui-ci était le point de convergence des signalisations chez les 

endosymbioses racinaires. Dès lors, il est tentant d’émettre l’hypothèse que d’autres 

éléments génétiques de la voie de signalisation symbiotique identifiés chez les 

Légumineuses soient également communs à la symbiose actinorhizienne. Le gène 

CgCCaMK a été isolé par l’équipe Rhizogenèse et c’est dans ce cadre que s’inscrit sa 
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caractérisation fonctionnelle. Des études réalisées avant mon arrivée au laboratoire ont 

montré d’une part, que l’extinction de CgCCaMK par ARNi altère le processus d’infection 

et de nodulation ainsi que le taux de mycorhization, et d’autre part, que CgCCaMK 

complémente la nodulation et la mycorhization chez un mutant mtdmi3 de M. truncatula. 

C’est afin de compléter l’analyse que l’expression spatio-temporelle conférée par la 

région promoteur a été étudiée lors du processus de nodulation. La séquence promotrice 

étudiée est de 2168 pb. La longueur de cette séquence a été jugée suffisante pour ce genre 

d’analyse au regard des études de régulation de l’expression communément réalisées avec 

d’autres gènes chez les plantes. Des analyses précédentes réalisées sur d’autres promoteurs 

de gènes symbiotiques de C. glauca, tels que les promoteurs des gènes de la 

métallothionéine CgMT1 (1,15 kb) (Laplaze et al., 2002), de la subtilase Cg12 (1,8 kb) 

(Svistoonoff et al., 2003) et du transporteur d’auxine CgAUX1 (1,7 kb) (Péret et al., 2007), 

ont montré jusqu’à présent qu’une séquence promotrice comprise entre 1,15 et 1,8 kb 

permet d’avoir à la fois un niveau d’expression compatible avec l’analyse histochimique de 

l’activité ß-glucuronidase et d’observer une régulation spatio-temporelle lors de la 

cinétique de nodulation. 

Dans un premier temps, j’ai recherché grâce au logiciel « PLACE » si je pouvais 

identifier des séquences cis particulières au sein de la séquence PromCgCCaMK. J’y ai 

trouvé deux séquences, AAAGAT et CTCTT, qui sont caractéristiques de promoteurs de 

gènes symbiotiques ; elles ont également été observées au sein du promoteur CgMT1 qui 

est exprimé dans les nodules de C. glauca (Laplaze et al., 2002). L’isolement et la 

caractérisation du transporteur d’influx d’auxine CgAUX1 a permis de mettre en évidence 

que l’auxine joue un rôle important lors du processus d’infection de C. glauca par Frankia 

(Péret et al., 2007). Il est donc intéressant d’observer un motif CATATG potentiellement 

impliqué dans la réponse à l’auxine au sein du promoteur CgCCaMK. 

Chez les Légumineuses, d’autres phytohormones sont impliquées dans le processus de 

nodulation. Les cytokinines sont des régulateurs positifs du processus de nodulation, alors 

que l’éthylène, l’acide abscissique (ABA) et le jasmonate (JA) sont des régulateurs 

négatifs (pour revue, Mortier et al., 2012). L’éthylène interfère à la fois au stade de la 

perception des NFs et de la croissance des cordons d’infection. Les niveaux élevés de 

l’ABA contribuent à diminuer le nombre de nodules chez les Légumineuses, alors qu’un 

faible niveau d’ABA a un impact positif à la fois sur le nombre de nodules et l’activité de 

fixation d’azote (Suzuki et al., 2004 ; Tominaga et al., 2009). L’analyse de la séquence 
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PromCgCCaMK met en évidence un motif CTAACCA de réponse à l’ABA, mais 

l’implication de cette phytohormone dans le processus de nodulation par Frankia reste à 

établir. Récemment, Zdyb et al. (2011) ont tenté de déterminer si le JA avait un rôle 

régulateur dans les nodules des plantes actinorhiziennes C. glauca et Datisca glomerata. 

Les travaux ont mis en évidence que l’enzyme de l’allène oxyde cyclase (AOC) qui est 

impliquée dans la voie de biosynthèse du JA, est localisée dans les cellules non-infectées 

des nodules ; cependant, l’implication de cette molécule dans le processus de nodulation 

actinorhizienne n’a pu être démontrée. Concernant la séquence GAAAAA potentiellement 

impliquée dans la réponse aux pathogènes, l’étude du transcriptome de C. glauca a montré 

que le processus de nodulation déclenche des réactions de défense, qui sont ensuite 

contrôlées par la plante hôte pour permettre la colonisation du cortex nodulaire par le 

symbiote (Hocher et al., 2006). Cependant, comme indiqué précédemment, la validation de 

l’ensemble de ces motifs reste conditionnée à une analyse plus fine de versions mutées 

et/ou délétées de la séquence PromCgCCaMK. 

L’étude de la régulation spatio-temporelle conférée par la région PromCgCCaMK a été 

suivie grâce à l’utilisation du gène rapporteur GUS. Originaire d’E. coli, le gène GUS (ß-

glucuronidase) est l’un des gènes rapporteurs les plus utilisés chez les végétaux pour 

visualiser aisément l’expression spatio-temporelle conférée par des promoteurs. Son 

principal avantage réside dans les tests de détection histochimique et fluorométrique qui 

sont très sensibles. Parmi les inconvénients liés à l’utilisation du gène GUS, on cite le 

caractère létal de la révélation histochimique de l’activité GUS, ce qui implique le sacrifice 

d’une grande quantité de plantes lorsque l’on souhaite suivre la cinétique d’expression 

d’une construction chimère (Jefferson et al., 1987). De plus, la révélation de l’activité GUS 

par histochimie peut engendrer d’éventuels problèmes de diffusion lorsque les niveaux 

d’expression conférés par les promoteurs sont élevés. Cependant, ce problème peut être 

limité par l’ajout de ferri- et ferrocyanure de potassium dans le tampon X-Gluc permettant 

de révéler l’activité du gène rapporteur. 

Les analyses histochimiques réalisées sur des fragments de racines inoculées par 

Frankia, sur des prénodules et nodules prélevés à différents points de la cinétique 

d’inoculation, indiquent que l’expression conférée par PromCgCCaMK est très corrélée au 

processus d’infection par Frankia. En effet, le profil d’expression du 

PromCgCCaMK::GUS::TermNos suit les différents stades de ce processus. L’induction est 

d’abord forte dans les racines latérales 2 à 4 jours après l’inoculation, puis cette expression, 
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tout en restant très élevée, se localise principalement dans les poils absorbants recourbés et 

dans la zone d’émergence des prénodules, c’est-à-dire aux points d’infection de la racine 

par la bactérie. Dans le prénodule, l’expression de PromCgCCaMK::GUS::TermNos 

demeure très forte, notamment dans les cellules infectées. 

Dans les nodules, les analyses histochimiques ont révélé une expression forte, 

principalement dans les cellules en cours d’infection (Zone II) et dans la partie proximale 

de la zone méristématique (Zone I). Cette expression forte mais compartimentée de 

CgCCaMK dans le nodule indique qu’elle est vraisemblablement liée au processus 

d’infection. Il est intéressant de noter que cette zone du nodule correspond à la zone où le 

processus d’infection par Frankia apparaît comme altéré dans les nodules ARNi-

CgCCaMK. 

Chez les Légumineuses M. truncatula et S. rostrata, des résultats similaires ont été 

rapportés (Godfroy, 2008 ; Capoen et al., 2009). Chez M. truncatula par ex., les études 

d’expression d’une construction PromMtDMI3::GUS montrent une expression faible dans 

les racine non-inoculées, en particulier dans la zone de croissance des poils absorbants. 

Celle-ci devient plus forte et plus étendue 2 jours après inoculation. Dans le primordium 

nodulaire en formation, une expression forte au niveau du cortex est observée. Dans le 

nodule mature, la coloration GUS est observable principalement dans la zone d’infection 

(Zone II) (Godfroy, 2008). Chez S. rostrata, l’utilisation d’une cassette 

PromSrCCaMK::GUS a révélé un profil d’expression très proche de celui observé chez M. 

truncatula (Capoen et al., 2009). 

Ces similitudes montrent que CgCCaMK présente des caractéristiques proches des 

CCaMK de Légumineuses (Lévy et al., 2004 ; Kaló et al., 2005; Smit et al., 2005) et 

indiquent que les endosymbioses racinaires partagent désormais au moins deux éléments 

génétiques de la voie de signalisation symbiotique, SymRK (Gherbi et al., 2008a) et 

CCaMK. 

Si les résultats obtenus par cette analyse du promoteur sont un complément à l’analyse 

fonctionnelle basée sur les résultats obtenus avec les constructions visant à éteindre 

l’expression de CgCCaMK, il faut conserver une vision critique d’une analyse 

d’expression basée sur une approche « promoteur-gène rapporteur ». En effet, il n’est pas 

exclu que d’autres éléments contribuant à la régulation du gène CgCCaMK puissent 

également se trouver en dehors de cette séquence, plus en amont, ou encore dans les 
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introns ou la séquence terminateur. Les possibles régulations post-transcriptionnelles et 

post-traductionnelles sont également des éléments à prendre en compte. 
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V. Article 

« THE CENTRAL ROLE OF CCAMK IN THE CONTROL OF 

BACTERIAL INFECTION AND NODULE 

ORGANOGENESIS IS CONSERVED BETWEEN 

RHIZOBIUM-LEGUME AND ACTINORHIZAL 

SYMBIOSES » 

Soumis à « Plant Physiol » 
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I. Introduction 

1. Rôle du domaine autoinhibiteur (CAM) du gène CCaMK

Comme nous l’avons vu précédemment, la protéine CCaMK possède la particularité 

d’être autorégulée par certains de ses domaines. Le domaine autoinhibiteur qui est 

chevauchant avec le domaine de liaison à la calmoduline (CAM), est un régulateur majeur 

de l’activité protéique. En absence de calcium, il maintient la protéine dans un état inactif. 

La présence d’ions calcium va lever l’autoinhibition grâce notamment à la liaison de la 

calmoduline au domaine CAM (voir Figure 34 pour le mode de fonctionnement de la 

protéine CCaMK) (Patil et al., 1995 ; Ramachandiran et al., 1997 ; Shimoda et al., 2012). 

Des expériences récentes ont montré que les protéines CCaMK de Medicago truncatula, 

ou de Lotus japonicus dépourvues de leur domaine autoinhibiteur/CAM recouvrent in vitro 

leur activité kinase en présence de substrat protéique (Gleason et al., 2006 ; Shimoda et al., 

2012). Par ailleurs, l’analyse de certains mutants CCaMK ou l’expression de formes 

mutantes de CCaMK chez les Légumineuses induit une nodulation spontanée (Gleason et 

al., 2006 ; Tirichine et al., 2006a ; Hayashi et al., 2010 ; Shimoda et al., 2012). Cette 

induction de nodules a lieu soit lorsque le site d’autophosphorylation, résidu thréonine 

situé dans le domaine kinase, présente une mutation ponctuelle, soit lorsque la mutation 

engendre une forme tronquée dépourvue du domaine autoinhibiteur/CAM. 

L’ontogenèse nodulaire en l’absence de la bactérie est due à l’activation des gènes de la 

cascade de signalisation situés en aval de CCaMK. En effet, ces mutants montrent une 

expression forte des marqueurs précoces de la symbiose comme le facteur de transcription 

NIN ou le gène ENOD11 (Gleason et al., 2006 ; Tirichine et al., 2006a et b). Ces travaux 

montrent donc que la dérégulation de CCaMK, en particulier par la perte de 

l’autoinhibition, est suffisante pour induire l’expression des gènes précoces de la 

nodulation et produire des nodules spontanés en absence des Rhizobiums. 

On peut dès lors se poser la question sur la régulation de CCaMK chez les plantes 

actinorhiziennes et de l’importance du domaine autoinhibiteur dans l’organogenèse 

nodulaire. Un des moyens rapides d’atteindre cet objectif est d’exprimer des formes 

tronquées de CCaMK chez Casuarina glauca. 



Figure 42  : Constructions géniques dérégulées de MtDMI3 (Fournies amicalement par 
Giles Oldroyd - J. Innes, Norwich). 
  
A  : Structure de la protéine MtDMI3 (523 aa) de la partie N-terminale (N) à la partie C-
terminale (C). MtDMI3 est constituée d’un domaine kinase (DK) avec un site 
d’autophosphorylation (SAP), suivi d’un domaine autoinhibiteur CAM (DACAM) et des 
motifs EF-Hands ; B : Construction dérégulée PromMtDMI3::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-
311::Term35S portée par le vecteur pK7WGF2 avec un gène de sélection à la kanamycine 
(nptII) ; C : Construction dérégulée Prom35S::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-311::Term35S 
portée par le vecteur pK7WG2D avec le gène rapporteur GFP. 
B  : D’après Gleason et al., 2006. 
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2. Objectifs 

Dans cette seconde partie, je me suis intéressée à la régulation de l’activité de la 

protéine CCaMK en étudiant le rôle du domaine autoinhibiteur dans l’organogenèse du 

nodule actinorhizien. Afin de suivre la nomenclature adoptée par les laboratoires dans leurs 

publications, la protéine kinase dépendante du calcium et de la calmoduline de M. 

truncatula sera appelée MtDMI3 dans mon mémoire. 

Dans un premier temps, la réalisation de constructions conduisant à la synthèse d’une 

protéine CgCCaMK dérégulée nécessitant un travail de clonage. J’ai introduit chez C. 

glauca deux constructions tronquées du gène MtDMI3 de M. truncatula, obtenues auprès 

de Giles Oldroyd (John Innes Institute, Norwich). Dans un second temps, après avoir 

réalisé deux constructions du gène CgCCaMK de C. glauca visant à obtenir une protéine 

dérégulée, j’ai transformé génétiquement les racines de C. glauca via Agrobacterium 

rhizogenes et recherché si, comme chez les Légumineuses, je pouvais observer, en absence 

d’inoculation par Frankia, l’apparition de nodules spontanés sur le système racinaire. 

Les questions que j’ai adressées à travers cette étude sont les suivantes : 

a) Des constructions permettant de déréguler l’activité de MtDMI3 de M. truncatula 

induisent-elles des nodules spontanés sur le système racinaire d’une plante 

actinorhizienne ? 

b) Des constructions permettant de déréguler l’activité de CgCCaMK de C. glauca 

induisent-elles des nodules spontanés chez C. glauca ? 

 

 

II. Étude de la régulation de l’activité MtDMI3 dans les racines de Casuarina glauca 

1. Présentation de la construction dérégulée du gène MtDMI3 

MtDMI3 1-311, une délétion de MtDMI3 qui induit des nodules spontanés lorsqu’elle 

est introduite chez la plante native, a été utilisée lors de cette expérience. Elle correspond 

aux 311 premiers acides aminés du domaine kinase (933 pb) et se trouve délétée du 

domaine autoinhibiteur et des motifs EF-Hands (Figure 42) (Gleason et al., 2006). Deux 

constructions contenant cette séquence délétée ont été obtenues auprès de Giles Oldroyd 

(John Innes Institute, Norwich). Elles diffèrent par la région promoteur qui gouverne 

l’expression de MtDMI3 1-311 et par les gènes de sélection des cellules transformées 
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génétiquement. La première appelée PromMtDMI3::CDS-MtDMI3-dérégulé                       

1-311::Term35S est placée sous le contrôle du promoteur du gène natif de M. truncatula et 

contient le gène de sélection nptII de la néomycine transférase conférant une résistance à la 

kanamycine aux cellules végétales (Figure 42 B). La seconde, Prom35S::CDS-MtDMI3-

dérégulé 1-311::Term35S, est placée sous le contrôle du promoteur constitutif 35S et porte 

le gène rapporteur de la GFP permettant une sélection visuelle des cellules transformées 

(Figure 42 C). Ces constructions ont été réalisées dans le vecteur pK7WGF2 ou 

pK7WG2D (Karimi et al., 2002). 

2. Introduction des constructions tronquées MtDMI3 1-311 chez Casuarina glauca 

par la technique « hairy root » et obtention des plantes composites 

Afin de déterminer si les constructions tronquées MtDMI3 1-311 de Medicago induisent 

un phénotype de nodulation spontanée chez C. glauca, deux transformations génétiques 

successives ont été réalisées avec 3 constructions géniques. Des plantules de C. glauca ont 

été transformées avec la souche d’A. rhizogenes Arqua1 (Quandt et al., 1993) contenant 

soit la construction dérégulée PromMtDMI3::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-311::Term35S, soit 

la construction dérégulée Prom35S::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-311::Term35S. Des plantes 

témoins ont également été inoculées avec la souche Arqua1 contenant une construction 

Prom35S::GFP::TermNos ne possédant que le gène rapporteur GFP sous contrôle du 

promoteur 35S ; ce vecteur de transformation appelé pHKN29 nous a été gracieusement 

fourni par le laboratoire de Kumagai et Kouchi (2003). 

Lors de la première expérience, un nombre total de 537 plantes de C. glauca a été utilisé, 

dont 247 plantules ont été transformées avec la souche Arqua1 (Prom35S::CDS-MtDMI3-

dérégulé 1-311::Term35S), 112 plantules avec la souche Arqua1 (PromMtDMI3::CDS-

MtDMI3-dérégulé 1-311::Term35S) et 178 plantules avec la souche Arqua1 (pHKN29). 

Trente plantes témoins sauvages ont été piquées avec une aiguille non-imbibée avec des 

agrobactéries. Ces plantes sont utilisées pour discriminer le système racinaire sauvage d’un 

système « hairy root » induit par le transfert de l’ADN-T du plasmide Ri d’A. rhizogenes. 

Lors de la seconde répétition, 119 plantes de C. glauca ont été transformées avec la 

construction Prom35S::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-311::Term35S et 87 plantes témoins ont 

été piquées avec Arqua1 (pHKN29). En raison des difficultés à utiliser le gène nptII pour 

sélectionner des racines transgéniques résistantes à la kanamycine dans le système de 



Figure 43 : Obtention de plantes composites de Casuarina glauca et observation de 
l’activité GFP dans le système racinaire.  

A : Développement d’un micro-cal suite à la piqûre de l’hypocotyle de C. glauca avec une 
aiguille imbibée de la souche d’Agrobacterium rhizogenes Arqua1 (pHKN29) ;            
B : Observation du système racinaire de type « hairy root » en lumière blanche ;           
C : Observation sous UV du système racinaire présenté en B. Les racines co-transformées 
fluorescent en vert. (ct) :  cotylédons ; (h) : hypocotyle ; (hr) : hairy root ; (mc) : micro-cal. 
Photographies prises sous loupe binoculaire. 

h 

hr 
ct 

ct 

mc 
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A B C 

pK7WG2D 
(Prom35S::CDS-
MtDMI3-dérégulé              
1-311::Term35S) 

pK7WGF2 
(PromMtDMI3::CDS-

MtDMI3-dérégulé       
1-311::Term35S)  

pHKN29 
(Prom35S::GFP  

::TermNos) 

Nombre de plantes 
transformées « hairy 

root » 

(2ème expérience) 

Nombre et % de plantes 
co-transformées (GFP+) 

(1ère expérience) 

Nombre et % de plantes 
co-transformées (GFP+) 

(2ème expérience) 

116 

(60,41%) 

14 

20 

(17,24%) 

75 plantes composites 

(66,94%) 

38 
(43,67%) 

10 

12 
(31,57%) 

Tableau 6 : Nombre et pourcentage de plantes Casuarina glauca transformées avec les 
constructions dérégulées MtDMI3 ainsi qu’avec la construction témoin. 
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plantes composites, je n’ai pas renouvelé l’expérience avec la construction 

PromMtDMI3::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-311::Term35S. Par ailleurs, l’absence de 

connaissance sur l’expression conférée par le promoteur MtDMI3 chez C. glauca a été un 

élément de plus pour ne pas poursuivre les expérimentations avec cette construction. 

3. Sélection des racines co-transformées et transfert en hydroponie

  L’approche de transformation « hairy root » permet d’obtenir des plantes dites 

« composites » dont seule la partie racinaire est transformée génétiquement (Figure 43) 

(Diouf et al., 1995). D’après les résultats obtenus et présentés dans le Tableau 6, un total 

de 34 et 22 plantes composites, transformées respectivement avec les vecteurs 

Prom35S::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-311::Term35S et pHKN29, présentent des racines co-

transformées avec un phénotype de type chevelu racinaire (« hairy root ») et une activité 

GFP. Quarante-cinq jours après co-culture, les plantes composites ne présentant aucune 

racine fluorescente ont été éliminées ainsi que les racines non-fluorescentes présentes sur 

les plantes composites co-transformées GFP+. Ces dernières ont été transférées en 

hydroponie pendant 20 jours en milieu BD modifié (Broughton et Dilworth, 1971) avec 

une source d’azote (KNO3 à 5 mM), puis carencées en azote pendant 20 jours, et enfin 

transférées dans le milieu BD additionné d’une faible concentration d’azote (NH4NO3 à 1 

mM) jusqu’à apparition des nodules spontanés. 

Concernant les plantes transformées avec la construction PromMtDMI3::CDS-MtDMI3-

dérégulé 1-311::Term35S, le pourcentage de plantes développant des racines de type 

« hairy root » a été de 66,94%. Malgré la présence du gène nptII au sein de l’ADN-T, les 

tentatives pour effectuer une sélection des racines co-transformées grâce à leur résistance à 

la kanamycine n’ont pas abouti. Il est en effet possible d’appliquer une sélection avec une 

faible concentration de kanamycine (12,5 mg. L-1) pendant les trois semaines de culture sur 

boîte de Petri ; mais lorsque les plantes sont transférées en hydroponie, il n’est plus 

possible d’additionner de la kanamycine. La cinétique d’apparition des pseudo-nodules qui 

s’étale sur 3 mois conduit à une croissance importante du chevelu racinaire, sans possibilité 

de distinguer les racines Km résistantes des racines Km sensibles. En raison de la présence 

résiduelle d’agrobactéries, il n’est pas non plus possible d’effectuer sur les racines des PCR 

visant à la reconnaissance des racines co-transformées contenant la construction 

PromMtDMI3::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-311::Term35S. 



Figure 44 : Morphologie des nodules spontanés issus de la dérégulation du gène 
CgCCaMK par introduction des constructions dérégulées MtDMI3 chez Casuarina glauca. 

A : Nodules spontanés obtenus lors de la transformation de C. glauca avec la construction 
pK7WGF2 (PromMtDMI3::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-311::Term35S). Nodule unilobé sur 
la racine principale ; B-C-D-E : Nodules spontanés obtenus lors de la transformation de C. 
glauca avec la construction pK7WG2D (Prom35S::CDS-MtDMI3-dérégulé           
1-311::Term35S). Nodule unilobé (B) ; Chapelets de nodules unilobés (flèches blanches) sur 
les racines latérales (avec ou sans racine courte <1 mm ) (C, D, E) ; F :  Nodule multilobé 
(WT). (rc) : racine courte ; (rl) : racine latérale ; (rn) : racine nodulaire ; (rp) : racine 
principale. Photographies prises sous loupe binoculaire en lumière visible. Barre d’échelle = 
10 µm (A, D) , 40 µm (B), 30 µm (C), 80 µm (E). 

Constructions géniques 

Apparition des nodules spontanés 
Nombre de 

plantes 
nodulées 

Plantes nodulées 
formant plus de 2 
structures/plante 

Nombre de 
nodules/ 
plantes 

pK7WG2D  
(Prom35S::CDS-MtDMI3-dérégulé 

1-311::Term35S) 

    6/24 
 (25,00%) 

83,33% 1-54 

pK7WGF2  
(PromMtDMI3::CDS-MtDMI3-dérégulé 

1-311::Term35S) 

 3/58 
 (ND) 

33,33%   1-3 

pHKN29 
(Prom35S::GFP::TermNos) 

 0/13 
  (0,00%) 

0,00% 0 

rp rp 

rl 

rl 

rl 

rc 

rn 

A B C 

D E F 

rn 

Tableau 7 : Nodulation en absence de Frankia des plantes composites de Casuarina glauca 
issues de la transformation avec les constructions dérégulées MtDMI3. 

ND : Non Déterminé. 
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4. Développement des nodules spontanés suite à l’introduction des constructions

tronquées MtDMI3 1-311 chez Casuarina glauca

Après environ 3 mois de culture en milieu hydroponique, quelques structures de type 

pseudo-nodules sont observées sur 25% (6 plantes sur un effectif de 24) des plantes co-

transformées avec la construction génique Prom35S::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-

311::Term35S. Au nombre de 1 à 4, ces nodules spontanés sont observés soit sur les 

racines secondaires et/ou sur la racine principale. La présence d’une activité GFP a permis 

de vérifier que les racines présentaient une fluorescence après illumination sous lumière 

UV. Il est à noter que pour une des plantes, un très grand nombre de nodules spontanés se 

sont différenciés sur le système racinaire, avec un comptage de 54 nodules. 

Avec la construction PromMtDMI3::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-311::Term35S, 3 plantes 

parmi les 58 plantes composites présentant le seul phénotype chevelu racinaire (mais sans 

indication possible d’une co-transformation avec la construction tronquée de MtDMI3) 

développent de 1 à 3 nodules spontanés sur les racines latérales. Aucun nodule spontané 

n’a été observé sur le système racinaire des 13 plantes composites témoins transformées 

avec le vecteur pHKN29 portant la seule construction Prom35S::GFP::TermNos.

Les résultats obtenus lors de cette expérimentation sont mentionnés sur le Tableau 7. 

5. Analyses phénotypiques et histologiques des nodules spontanés

Au niveau phénotypique, ces nodules sont différents d’une structure nodulaire classique. 

En effet, les nodules induits par la souche de Frankia CcI3 chez C. glauca sont multilobés, 

chaque lobe nodulaire étant de forme oblongue et prolongé par une racine nodulaire 

(Figure 44 F). Les nodules spontanés résultant de l’expression des formes tronquées du 

gène MtDMI3 sont généralement plus petits, arrondis et unilobés (Figure 44 A-B-D-E). La 

présence de longue racine nodulaire n’a pas été observée. Dans certains cas, les nodules 

sont prolongés par une racine très courte (<1 mm) (Figure 44 C). 

Les nodules spontanés ont été inclus dans la résine, et des coupes longitudinales et 

transversales de 4 µm ont été réalisées à l’aide d’un microtome. Les coupes ont été 

colorées au bleu de toluidine (0,01%) afin de s’assurer de l’absence de Frankia dans les 

cellules corticales des nodules spontanés (Figure 45). En effet, ce composé fait apparaître 

une coloration violet-rose dans les cellules infectées par Frankia comme le montre la 

coupe témoin présentée sur la Figure 45 F. Aucune cellule infectée n’a été observée dans 



ep 

Figure 45 : Analyse des coupes histologiques (épaisseur 4 μm),  des nodules spontanés 
issus de la dérégulation du gène CgCCaMK par introduction des constructions 
dérégulées MtDMI3 chez Casuarina glauca. 

A-B : Nodules spontanés obtenus lors de la transformation de C. glauca avec la 
construction pK7WGF2 (PromMtDMI3::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-311::Term35S). 
Coupes transversales des nodules unilobés ; B : Grossissement de la coupe (A) ;            
C-D-E : Nodules spontanés obtenus lors de la transformation de C. glauca avec la 
construction pK7WG2D (Prom35S::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-311::Term35S). Coupe 
longitudinale d’un nodule bilobé (C) ; D : Grossissement de la photo (C) ; E : Coupe 
longitudinale d’un nodule unilobé ; F : Coupe longitudinale d’un lobe nodulaire 
actinorhizien (WT) envahi  par les hyphes de Frankia. Les coupes histologiques ont été 
colorées au bleu de toluidine. (cc) : cellules corticales indemnes de Frankia ; (cci) : 
cellules corticales infectées par Frankia ; (en) : endoderme ; (ep) : épiderme ; (h) : 
hyphes de Frankia ; (pp) : polyphénols ; (vc) : vascularisation centrale. Photographies 
prises sous microscope optique. Barre d’échelle = 25 µm (A), 100 µm (B, C, D, E), 
200 µm (F). 
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les pseudo-nodules. Ces structures ne sont donc pas le résultat d’une contamination des 

plantes par des hyphes ou des spores de Frankia, et résultent bien de l’introduction des 

constructions dérégulées de MtDMI3. 

Les analyses cytologiques révèlent que le nodule spontané est formé presque 

exclusivement de cellules corticales, même si l’on note la présence de couches cellulaires 

comme l’épiderme et l’endoderme probablement lignifiés. La vascularisation centrale n’est 

pas clairement différenciée comme c’est le cas pour un nodule actinorhizien ou pour une 

racine latérale. De plus, contrairement à l’actinorhize, ces cellules corticales ne sont pas 

hypertrophiées et sont indemnes de bactéries (Figure 45 C-D-E). On remarque par ailleurs 

la présence d’une grande quantité d’inclusions de polyphénols (Figure 45 A-B) et 

l’absence de méristème apical. 

III. Étude de la régulation de l’activité CgCCaMK dans les racines de Casuarina

glauca

1. Présentation des constructions tronquées de CgCCaMK obtenues par clonage

moléculaire

Mon objectif a été d’obtenir deux constructions tronquées de CgCCaMK, analogues aux 

constructions DMI3 1-311 et DMI3 1-326 de Medicago (Gleason et al., 2006). Elles 

comportent toutes deux le domaine kinase de CgCCaMK et sont dépourvues du domaine 

CAM et du domaine Visinine contenant les motifs « EF-hands » (Figure 46). 

La première construction PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK-dérégulé 1-

307::TermNos  contient les 307 premiers aa de CgCCAMK sous le contrôle du promoteur 

CgCCaMK caractérisé précédemment et du terminateur Nos (293 pb) de la nopaline 

synthase d’A. tumefaciens (Figure 46 C) (Bevan et al., 1983). Elle comporte le domaine 

kinase et correspond à la construction PromMtDMI3::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-

311::Term35S  de M. truncatula. 

La seconde construction PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK-dérégulé 1-322 ::TermNos 

contient les 322 premiers aa de CgCCaMK sous le contrôle du PromCgCCaMK et du 

terminateur Nos (Figure 46 D). Elle comporte le domaine kinase ainsi que la partie 

protéique située entre les domaines kinase et le domaine autoinhibiteur/CAM. Elle 



Figure 46  : Constructions géniques dérégulées de CgCCaMK obtenues par clonage 
moléculaire.  

A : Structure de la protéine CgCCaMK (520 aa) de la partie N-terminale (N) à la partie C-
terminale (C). CgCCaMK est constituée d’un domaine kinase (DK) avec un site 
d’autophosphorylation (SAP), suivi d’un domaine autoinhibiteur CAM (DACAM) et des 
motifs EF-Hands ; B : 1er contrôle négatif transgénique formé de toute la partie codante du 
gène CgCCaMK ; C : Construction dérégulée PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK-dérégulé 
1-307::TermNos ; D : Construction dérégulée PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK-dérégulé 
1-322::TermNos . Les constructions géniques comportent le gène rapporteur GFP et sont 
portées par le vecteur pHKN29. 
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correspond à la construction PromMtDMI3::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-326 de M. 

truncatula. Nous avons choisi de réaliser ces deux constructions car chez M. truncatula, les 

formes tronquées analogues (DMI3 1-311 et DMI3 1-326) ont toutes les deux induit une 

expression forte du marqueur précoce ENOD11 et la formation de nodules spontanés en 

l’absence de Rhizobium (Gleason et al., 2006). La stratégie de clonage étant 

rigoureusement identique, nous avons donc préféré tester deux constructions et augmenter 

les chances d’atteindre nos objectifs. 

Deux constructions témoins ont été ajoutées lors des expérimentations. La première 

appelée PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK::TermNos comporte la partie codante entière 

de CgCCaMK (520 aa) sous le contrôle du promoteur CgCCaMK et du terminateur Nos 

(Figure 46 B). Ce témoin est utilisé pour vérifier que l’introduction de la partie codante 

entière du gène de « Calcium and CalModulin dependent protein Kinase » de C. glauca ne 

conduit pas à une activité d’organogenèse nodulaire spontanée en absence du symbiote. La 

seconde construction contrôle ne contient que la cassette Prom35S::GFP::TermNos portée 

par le vecteur binaire pHKN29 (voir Annexe 1 pour la construction du 2ème contrôle 

négatif transgénique). Elle sert également de témoin négatif d’organogenèse nodulaire 

spontanée. 

Après réalisation des clonages dans le vecteur pGEM-T Easy (Promega), les 

constructions géniques ont été introduites dans le vecteur de transformation binaire 

pHKN29 qui contient la cassette Prom35S::GFP::TermnNos au sein de l’ADN-T 

(Kumagai et Kouchi, 2003). Comme précédemment, l’expression de la GFP permettra une 

sélection des racines co-transformées grâce à la visualisation de la fluorescence dans le 

système racinaire (Haseloff et Siemering, 1998). 

2. Introduction des constructions tronquées de CgCCaMK chez Casuarina glauca

par la technique « hairy root » et obtention des plantes composites

Les constructions géniques réalisées ont été introduites par électroporation dans la 

souche Arqua1 d’A. rhizogenes et un total de 861 plantes de C. glauca âgées de 45 jours 

ont été piquées avec les différentes souches en vue de l’obtention de plantes composites 

(Tableau 8). 

Environ 15 jours après infection, un micro-cal a été observé sur la zone d’inoculation de 

44 à 77% des plantes transformées, et des racines de type « hairy root » à croissance rapide 



pHKN29 
(PromCgCCaMK

::CDS-
CgCCaMK-
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pHKN29 
(PromCgCCaMK
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dérégulé 1-322:: 
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GFP::  
Term35S) 

Nombre et 
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transformées 

« hairy 
root » 
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% de plantes 

co-
transformées 

(GFP+) 
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(63,50%) 

27 

(20,76%) 

154 

 (77,38%) 

30 

(19,48%) 

136 

(52,50%) 

29 

(21,32%) 

89 

(43,84%) 

27 

(30,33%) 

Tableau 8 : Nombre et pourcentage de plantes Casuarina glauca transformées avec les 
constructions dérégulées CgCCaMK ainsi qu’avec les constructions témoins. 

Tableau 9 : Nodulation en absence de Frankia des plantes composites de Casuarina glauca 
issues de la transformation avec les constructions dérégulées CgCCaMK. 

Constructions géniques 

Apparition des nodules spontanés 
Nombre de 

plantes nodulées 
Plantes nodulées 
formant plus de 

2 structures/ 
plante 

Nombre de 
nodules/plante 

pHKN29 
(PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK-

dérégulé 1-307::TermNoS) 

    4/20 
     (20,00%) 

25,00% 1-5 

pHKN29 
(PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK-

dérégulé 1-322::TermNoS) 

7/27 
(25,92%) 

42,85% 1-9 

pHKN29 
(PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK-

dérégulé 1-520::TermNoS) 

0/24 
(0,00%) 

0,00% 0 

pHKN29  
(Prom35S::GFP::TermNos) 

0/19 
 (0,00%) 

 0,00% 0 
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se sont développées sur ce cal (voir Figure 43 pour le développement d’un micro-cal et 

des racines « hairy root » sur l’hypocotyle de C. glauca). Le phénotype « hairy root », lié 

au transfert de l’ADN-T du plasmide Ri, permet l’identification des racines transformées. 

Trente plantes témoins ont également été piquées avec une aiguille dépourvue 

d’agrobactéries ; le développement de racine n’a pas été observé sur la zone de blessure. 

3. Sélection des racines co-transformées et transfert en hydroponie

  Chez les plantes composites, un système racinaire constitué à la fois de racines de type 

« hairy root » (HR) contenant l’ADN-T du plasmide Ri d’Arqua1 et de racines co-

transformées présentant le phénotype « hairy root» et l’activité GFP (GFP+) se met en 

place. 

  L’efficacité de co-transformation (Nbre de plantes composites avec un système 

HR::GFP+/ Nbre de plantes composites avec un système HR) est égale à 20,76% , 19,48% 

et 21,32% pour les plantes transformées respectivement avec les constructions 

PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK-dérégulé 1-307::TermNos, PromCgCCaMK::CDS-

CgCCaMK-dérégulé 1-322::TermNos, et PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK::TermNos 

(Tableau 9). Le pourcentage de co-transformation avec le vecteur vide pHKN29 est égal à 

30,33%. Ces valeurs sont celles généralement observées lors des expériences de 

transformation génétique avec Arqua1 sur C. glauca. 

Les plantes composites ne présentant pas de fluorescence ont été éliminées. Les plantes 

avec des racines GFP+ ont été transférées en milieu hydroponique, après élimination des 

racines GFP-. Au bout d’une semaine de croissance dans une solution nutritive BD modifié 

(Broughton et Dilworth, 1971) aditionné d’azote (KNO3  à 5 mM), elles ont été transférées 

dans le même milieu additionné de NH4NO3 à 1 mM jusqu’à apparition des 

structures nodulaires. 

4. Développement des nodules spontanés suite à l’introduction des constructions

tronquées CgCCaMK chez Casuarina glauca

Après environ 2 mois de transfert des plantes en hydroponie, on note sur certaines 

racines latérales de C. glauca des renflements de type pseudo-nodules. Le pourcentage de 

plantes sur lesquelles on observe ces structures est respectivement de 20% et 26% pour les 

constructions PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK-dérégulé 1-307::TermNos et 



Figure 47 : Plantes composites de Casuarina glauca en système hydroponique après 
transformation via Agrobacterium rhizogenes. 

A : Présentation du dispositif expérimental ;  B-C : Observation du système racinaire 
ramifié sur les plantes composites. (zns) : zone du système racinaire dans laquelle les 
nodules spontanés apparaissent. 

zns A B C 

Figure 48 : Morphologie des nodules spontanés issus de la dérégulation du gène 
CgCCaMK par introduction des constructions dérégulées CgCCaMK chez Casuarina 
glauca. 

A-B : Nodules spontanés obtenus lors de la transformation de C. glauca avec la 
construction pHKN29 (PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK-dérégulé 1-322::TermNoS). 
Nodule unilobé sur la racine latérale ; C-D-E : Nodules spontanés obtenus lors de la 
transformation de C. glauca avec la construction pHKN29 (PromCgCCaMK::CDS-
CgCCaMK-dérégulé 1-307::TermNoS). Nodules unilobés (flèches blanches) et bilobés 
(flèche bleue) sur la racine latérale avec racine courte ; F : Nodule multilobé (WT) avec 
racines nodulaires. (rc) : racine courte ; (rl) : racine latérale ; (rn) : racine nodulaire. 
Photographies prises sous loupe binoculaire en lumière visible (A, C, E, F) et sous UV et 
filtre spécifique à la GFP (B, D). Barre d’échelle = 40 µm (A, B), 25 µm (C, D, E).  
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PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK-dérégulé 1-322::TermNos. L’organogenèse nodulaire 

est le plus souvent détectée sur les racines latérales situées dans le deuxième et le troisième 

quart du système racinaire (Figure 47). Aucun pseudo-nodule n’a été observé sur les 

plantes composites témoins résultant de l’inoculation avec les souches d’A. rhizogenes 

contenant les constructions PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK::TermNos et pHKN29. 

Les résultats obtenus semblent indiquer que la construction PromCgCCaMK::CDS-

CgCCaMK-dérégulé 1-322::TermNos correspondant aux 322 aa du domaine kinase est un 

peu plus efficace que la construction un peu plus courte de 307 aa, tant au niveau du 

nombre de plantes répondant que du nombre de pseudo-nodules. Cependant, les faibles 

effectifs invitent à rester prudent sur ces conclusions. 

La nodulation spontanée a été suivie pendant 2 mois afin d’observer l’évolution du 

nombre de structures nodulaires. De 1 à 9 nodules spontanés sont visualisés par plante, sur 

des racines exprimant l’activité GFP. 

5. Analyses phénotypiques et histologiques des nodules spontanés

Les structures symbiotiques observées ont la morphologie d’un petit nodule unilobé, 

bilobé ou plus rarement trilobé. Les structures nodulaires ne sont pas prolongées par une 

racine sauf dans de rares cas, où l’on observe une racine très courte (<1 mm) (Figure 48). 

Des coupes pseudo-longitudinales de nodules spontanés ont ensuite été réalisées au 

microtome, puis colorées au bleu de toluidine (0,01%). La structure de ces nodules 

ressemble beaucoup à celle des nodules spontanés obtenus avec les constructions MtDMI3 

tronquées de M. truncatula. Le parenchyme cortical est majoritaire, les cellules ne sont pas 

hypertrophiées et sont dépourvues de Frankia (Figure 49 A-B). Les tissus vasculaires sont 

également moins différenciés (Figure 49 D-E). Les composés phénoliques sous forme de 

gouttelettes sont présents dans les cellules endodermiques ainsi que dans les cellules 

corticales (Figure 49 B-C). Ces structures nodulaires sont donc différentes de celle d’un 

nodule actinorhizien infecté par Frankia (Figure 49 I). 

IV. Discussion

Dans le but de déterminer si le gène CCaMK est capable d’induire l’organogenèse 



cc 

Figure 49 : Analyse des coupes histologiques (épaisseur 6 μm)  des nodules spontanés issus 
de la dérégulation du gène CgCCaMK par introduction des constructions dérégulées 
CgCCaMK chez Casuarina glauca. 

A-B-C : Nodules spontanés obtenus lors de la transformation de C. glauca avec la 
construction pHKN29 (PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK-dérégulé 1-322::TermNoS). 
Coupes longitudinales des nodules unilobés ; D-E-F-G-H : Nodules spontanés obtenus lors 
de la transformation de C. glauca avec la construction pHKN29 (PromCgCCaMK::CDS-
CgCCaMK-dérégulé 1-307::TermNoS). Coupes longitudinales des nodules unilobés (D, E), 
bilobés (F, G) et trilobé (H) . E : Grossissement de la photo (C) ; I : Coupe longitudinale 
d’un lobe nodulaire actinorhizien (WT) envahi  par les hyphes de Frankia. Les coupes 
histologiques ont été colorées au bleu de toluidine. (cc) : cellules corticales indemnes de 
Frankia ; (cci) : cellules corticales infectées par Frankia ; (en) : endoderme ; (ep) : 
épiderme ; (h) : hyphes de Frankia ; (lb) : lobe nodulaire ; (pp) : polyphénols ; (re) : racine 
émergente ; (vc) : vascularisation centrale ; (vcp) : vascularisation centrale peu caractérisée. 
Photographies prises sous microscope optique. Barre d’échelle = 100 µm. 
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nodulaire en l’absence de bactéries, des constructions dérégulées de MtDMI3 et de 

CgCCaMK dépourvues de leur domaine autoinhibiteur ont été introduites chez C. glauca 

par la technique du « hairy root ». Les résultats obtenus montrent que ces formes tronquées 

de CCaMK induisent une nodulation en absence de Frankia. Ce phénotype a été observé 

chez certains mutants « gain de fonction » dans les gènes CCaMK ou LHK du lotier 

(Tirichine et al., 2006a ; 2007). Il a aussi été observé après introduction de formes mutées 

ou tronquées de DMI3/CCaMK chez M. truncatula et chez la non-Légumineuse 

Parasponia andersonii (famille des Celtidacées) nodulées par Rhizobium (Gleason et 

al., 2006 ; Op Den Camp et al., 2011). 

Dans le cas de C. glauca, l’introduction des deux constructions tronquées de M. 

truncatula induit également une nodulation spontanée. L’apparition des premiers nodules a 

lieu environ 2 mois après transfert des plantes en milieu hydroponique contenant une 

source minimale d’azote. Chez M. truncatula, la nodulation spontanée intervient 2 à 4 

semaines après transfert en système de poches en papier absorbant (« pouches ») (Gleason 

et al., 2006). Par ailleurs, l’apparition des nodules spontanés des mutants « gain de 

fonction » du lotier débute 10 à 15 jours après germination (Tirichine et al., 2006b). Chez 

ces deux Légumineuses, l’inoculation avec Rhizobium induit des nodules infectés au bout 

de 5-7 jours alors que chez C. glauca, la formation d’actinorhizes n’a lieu que 3 semaines 

après inoculation par Frankia. Chez les Légumineuses comme chez C. glauca l’apparition 

des nodules spontanés semble intervenir plus tardivement. 

Environ 25% des plantes transformées avec la construction Prom35S::CDS-MtDMI3-

dérégulé 1-311::Term35S ont développé des nodules spontanés. Concernant la construction 

PromMtDMI3::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-311::Term35S, il n’a pas été possible de 

connaître le pourcentage de nodulation car l’absence de la GFP ne nous permettait pas de 

sélectionner des racines co-transformées. Les formes tronquées de MtDMI3 chez C. glauca 

forment des pseudo-nodules dont le nombre varie entre 1 et 4 nodules. Le nombre moyen 

des nodules/plante nodulée est égale à 2,37 avec un écart type de 0,98. De manière très 

surprenante, une plante a formé 54 nodules. Une explication possible est une forte 

expression de la construction suite à l’intégration de plusieurs copies. En incluant cette 

plante avec 54 pseudo-nodules, la  moyenne de nodules/plante nodulée sera égale à 8,11. 

Concernant les plantes transformées avec les constructions PromCgCCaMK::CDS-

CgCCaMK-dérégulé 1-307::TermNos et PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK-dérégulé 1-

322::TermNos, respectivement 20% et 26%, ont développé des nodules spontanés dont le 



Figure  50 : Nodules spontanés chez Parasponia andersonii obtenus par des mutants « gain 
de fonction » du gène MtDMI3 (D’après Op Den Camp et al., 2011). 
 
A : Nodule spontané sur une racine transgénique de P. andersonii qui exprime une protéine 
fluorescente rouge (DsRed) ; B : Coupe longitudinale du nodule spontané formé de cellules 
corticales et péricycliques avec une vascularisation centrale (s). Barre d’échelle = 50 µm 
(A), 0,5 µm (B). 

A B 
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nombre varie entre 1 et 9 avec une moyenne de nodules/plante nodulée de 3,08 et un écart 

type de 2,72. Chez M. truncatula, 43% et 53% des plantes exprimant respectivement les 

formes tronquées PromMtDMI3::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-311 ::Term35S et 

PromMtDMI3::CDS-MtDMI3-dérégulé 1-326 ont développé des nodules spontanés avec 

un nombre moyen de 5,4 et 4,4 nodules par plante (Gleason et al., 2006). Chez L. 

japonicus, le pourcentage de nodulation chez des plantes exprimant une construction 

dérégulée (mutation ponctuelle dans le site d’autophosphorylation) est de 39% avec un 

nombre moyen de nodules de 4,3 (Tirichine et al., 2006b). Le pourcentage de nodulation 

spontanée semble donc inférieur chez C. glauca. Cependant, il faudra répéter l’expérience 

avec un effectif plus important avant d’arriver à cette conclusion. 

Les nodules spontanés obtenus avec les constructions CCaMK tronquées de M. 

truncatula ou de C. glauca ont une morphologie différente d’un nodule actinorhizien 

infecté par Frankia. Ils ont le plus souvent une forme arrondie et cessent de croître après 

leur formation. Ils ne sont jamais ramifiés, mais peuvent être dans de rares cas bilobés ou 

trilobés. Les analyses cytologiques réalisées sur des coupes pseudo-longitudinales ont 

révélé une organisation également différente d’un actinorhize. Les nodules sont 

essentiellement formés de cellules corticales. Le système vasculaire est très mal différencié 

et le méristème apical n’est pas distinguable. Ces structures ressemblent plus à des 

prénodules hypertrophiés. Chez les Légumineuses, les nodules spontanés obtenus ont une 

forme et une structure similaires à celles de nodosités infectées par Rhizobium (tissu 

cortical central et vascularisation périphérique), sans toutefois la présence de cellules 

corticales hypertrophiées (Gleason et al., 2006 ; Tirichine et al., 2006b). Cette différence 

de résultats entre Légumineuses et C. glauca n’est pas très surprenante. En effet, le nodule 

de Légumineuses est initié à partir de la division des cellules corticales de la racine, c’est 

donc un organe nouveau. En revanche, chez C. glauca, l’infection par Frankia, 

induit une division cellulaire dans le cortex donnant d’abord naissance à un 

prénodule. Celui-ci n’évolue pas en nodule mais c’est une étape obligatoire. Le 

primordium nodulaire est initié à partir des cellules du péricycle en face d’un pôle de 

protoxylème.

Il est intéressant de signaler les travaux d’Op Den Camp et al. (2011) réalisés sur 

Parasponia, la seule non-Légumineuse nodulée par Rhizobium et pour laquelle la 

formation d’un prénodule est une étape obligatoire du processus de nodulation. Ces 

auteurs ont obtenu des nodules spontanés par expression d’une construction MtDMI3 

tronquée et dont la structure est très similaire à celle obtenue chez C. glauca (Figure 50). 



Figure 51 : Induction de nodules spontanés dans une plante de Discaria trinervis 
transformée génétiquement avec une forme autoactive de CgCCaMK. 

A : Coupe longitudinale d’un nodule spontané de D. trinervis. Le lobe nodulaire présente 
une vascularisation centrale (vc) et les cellules corticales (cc) sont dépourvues de Frankia ; 
B : Observation d’une racine transgénique de D. trinervis avec deux nodules spontanés ;      
C : Coupe longitudinale d’un nodule témoin de D. trinervis inoculé avec la souche de 
Frankia BCU. Les cellules corticales (cc) infectées par Frankia sont colorées en violet ;        
D : Observation d’une racine transgénique témoin de D. trinervis nodulée par Frankia. Les 
cellules infectées (ci) sont visibles en gris foncé. Les coupes de lobes nodulaires ont été 
colorées au bleu de toluidine. Les racines ont été décolorées au KOH.  
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Il n’est donc pas exclu qu’un autre signal, dépendant celui-ci de l’infection bactérienne, 

soit requis pour initier la formation d’un primordium nodulaire à partir du péricycle. Par 

ailleurs, dans le cadre d’une collaboration avec le professeur Luis wall (Université 

Nacional de Quilmes, Argentine), les formes tronquées de CgCCaMK réalisées au cours de 

notre étude ont été introduites chez la plante actinorhizienne D. trinervis. Ces travaux ont 

permis l’obtention de nodules spontanés dont la structure cellulaire est similaire à un 

nodule infecté par Frankia (résultats non publiés, Figure 51). Chez D. trinervis, à la 

différence de C. glauca, l’infection est intercellulaire et l’initiation du primordium 

nodulaire ne nécessite pas la formation préalable d’un prénodule. Cela pourrait donc 

expliquer cette dissimilitude de résultats. 

Les résultats obtenus au cours de cette étude suggèrent que la perte de l’autoinhibition 

de CCaMK est suffisante pour déclencher de novo le processus d’organogenèse nodulaire 

chez C. glauca indépendamment de l’infection bactérienne. Afin de confirmer ces résultats, 

ces formes tronquées ont été introduites chez une lignée transgénique de C. glauca 

exprimant la construction génique PromCgNIN::GUS (expérience en cours dans l’équipe). 

Ce facteur de transcription de la cascade de signalisation symbiotique est situé en aval de 

CCaMK et est induit dans les nodules spontanés chez le lotier (Tirichine et al., 2006b). 

L’expression GUS sera ainsi analysée dans les nodules spontanés qui seront obtenus. 

Nos résultats soulignent donc le rôle majeur joué par le domaine autoinhibiteur de 

CCaMK dans le processus de nodulation. Le fait que les formes tronquées de CCaMK de 

M. truncatula induisent une nodulation spontanée de manière similaire que celle de C. 

glauca indiquent que les protéines de ces deux espèces partagent des propriétés 

fonctionnelles communes. Ces résultats montrent donc l’étendue de la conservation des 

signaux parmi les symbioses nodulaires. 
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Figure 52 : Structure chimique des facteurs Nod de Rhizobium et des facteurs Myc de 
Glomus intraradices (D’après Maillet et al., 2011). 

A : Facteurs Nod ; B : Facteurs Myc. 
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L’établissement d’une interaction symbiotique entre les plantes et les microorganismes 

implique un dialogue moléculaire entre les deux partenaires symbiotiques. Ce dialogue se 

traduit par un échange de signaux permettant la reconnaissance mutuelle et le 

déclenchement du processus symbiotique. L’étude des endosymbioses racinaires chez les 

Légumineuses a permis d’élucider, au moins en partie, ce dialogue moléculaire. Dans le 

cas de la symbiose fixatrice d’azote Légumineuses-Rhizobium, la sécrétion par la bactérie 

des facteurs Nod (NFs), molécules signal de nature lipo-chito-oligosaccharidique (Lerouge 

et al., 1990 ; D’Haeze et Holsters, 2002), et leur reconnaissance constituent le point de 

départ du processus d’infection et d’initiation du primordium nodulaire. Les mécanismes 

moléculaires par lesquels la plante perçoit ce signal et active la voie de signalisation 

symbiotique conduisant à la formation du nodule sont désormais mieux connus (Oldroyd et 

al., 2011). Il a été en particulier mis en évidence que plusieurs éléments de cette voie de 

signalisation sont aussi requis pour l’établissement de la symbiose endomycorhizienne à 

arbuscules (Parniske, 2008). Récemment, une molécule signal émise par le partenaire 

fongique a été caractérisée ; elle présente une structure très proche de celle des NFs 

(Figure 52) (Maillet et al., 2011). L’ensemble de ces résultats met en évidence, chez les 

Légumineuses, l’existence d’une voie de signalisation commune à la nodulation et au 

processus d’endomycorhization. 

En 2008, l’implication, dans la formation du nodule actinorhizien du récepteur kinase 

SymRK qui est le point de convergence de cette voie partagée, a été démontrée à la fois 

chez Casuarina glauca (Gherbi et al., 2008a) et chez Datisca glomerata (Markmann et al., 

2008). Cette découverte indique que les trois endosymbioses racinaires, symbiose 

Légumineuses-Rhizobium, symbiose actinorhizienne et symbiose 

endomycorhizienne (AM), utilisent des éléments de signalisation communs, et 

soutient l’hypothèse selon laquelle les symbioses nodulaires auraient recruté, au 

cours de l’évolution, des gènes impliqués dans la symbiose AM (Kistner et Parniske, 

2002). On peut dès lors s’interroger sur l’étendue de cette base génétique conjointe. 

L’étude du gène CgCCaMK chez C. glauca s’inscrit dans ce contexte et fait partie d’un 

programme de recherche visant à recréer l’histoire évolutive des symbioses nodulaires. 

Dans la cascade signalétique déterminée chez les Légumineuses, le gène CCaMK est 

jusqu’à présent le dernier élément commun conduisant à la nodulation et à la 

mycorhization. 
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Au cours de mon travail de thèse, j’ai contribué à l’analyse fonctionnelle du gène 

CgCCaMK. Mon travail a porté sur deux aspects : 

-  J’ai étudié l’implication du gène CgCCaMK dans la mise en place de l’interaction 

symbiotique C. glauca-Frankia. Grâce à la transformation génétique via A. 

tumefaciens, j’ai généré des lignées transgéniques de C. glauca exprimant une 

construction PromCgCCaMK::GUS::TermNos, puis réalisé l’analyse spatio-

temporelle de son expression au cours du processus d’infection du système racinaire 

par Frankia. 

-  J’ai cherché à déterminer l’importance du domaine autoinhibiteur de la protéine 

CCaMK dans l’activation du processus d’organogenèse du nodule. Pour cela, j’ai 

utilisé la technique du « hairy root » qui, grâce à A. rhizogenes, permet d’obtenir des 

plantes transgéniques composites dont seule la partie racinaire est transformée. J’ai 

ainsi réalisé et introduit des constructions géniques de CgCCaMK chez C. glauca 

permettant l’expression de formes tronquées constitutivement actives, car 

dépourvues du domaine autoinhibiteur/CAM. J’ai par ailleurs introduit, chez C. 

glauca, des constructions géniques de DMI3 de M. truncatula permettant 

l’expression de formes également tronquées dépourvues du domaine 

autoinhibiteur/CAM. Cette stratégie m’a permis d’obtenir des mutants « gain de 

fonction » (dominants positifs). 

L’analyse de l’expression du promoteur a montré que l’induction de CgCCaMK et sa 

localisation étaient corrélées à la présence de Frankia tout au long du processus 

symbiotique soulignant ainsi le rôle clé de CCaMK dans l’infection. L’expression des 

formes tronquées de CCaMK a révélé que la levée de l’autoinhibition déclenchait le 

processus de nodulation indépendamment de la bactérie et démontre ainsi l’importance de 

la régulation de CCaMK dans l’activation de l’organogenèse nodulaire, tant chez les 

Légumineuses que chez les plantes actinorhiziennes. 

I. Contribution de la transgénèse à la connaissance de la symbiose actinorhizienne 

Comme le montre le travail réalisé au cours de ma thèse, les plantes transgéniques 

constituent un outil majeur pour l’étude de la symbiose actinorhizienne et la caractérisation 

fonctionnelle des gènes clés du processus symbiotique. Selon les objectifs et le nombre de 
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lignées à étudier, l’approche méthodologique est basée sur l’utilisation de souches 

désarmées d’A. tumefaciens comme C58C1, ou sur des souches virulentes d’A. rhizogenes 

(pour revue, Svistoonoff et al., 2010b). 

L’intérêt d’A. tumefaciens réside dans le fait que les plantes obtenues sont entièrement 

transformées génétiquement, à la fois pour la partie aérienne et le système racinaire ; par 

ailleurs, il n’y a pas d’altération du phénotype des plantes obtenues (Smouni et al., 2002). 

Le facteur limitant est lié au temps nécessaire à la régénération des plantes, qui est 

compris entre 6 à 9 mois, avec des repiquages du matériel végétal devant être effectués 

toutes les trois semaines. Cette stratégie, particulièrement intéressante pour la 

caractérisation des promoteurs de gènes symbiotiques, a donc été suivie dans le cadre de 

l’étude de la région promotrice du gène CgCCaMK. Après sélection de quelques lignées 

stables présentant un bon niveau d’expression, les plantes peuvent être micropropagées 

en grand nombre pour des études de cinétique d’expression ou encore d’induction par 

différents stress ou facteurs biotiques. 

A. rhizogenes permet, grâce à l’approche « plantes composites », la production en un 

temps plus limité (environ 4 mois), d’un grand nombre de plantes avec un système 

racinaire transformé, chaque racine transformée pouvant être assimilée à une lignée 

transgénique indépendante. Par ailleurs, il n’y a pas de repiquages réguliers à effectuer, les 

plantes étant rapidement transférées en hydroponie. Cependant, le pourcentage de co-

transformation par A. rhizogenes atteint rarement plus de 50% (30% dans le cadre de mon 

travail), ce qui implique l’inoculation initiale d’un grand nombre de plantes (plus de 500 

plantes pour l’étude des constructions tronquées de MtDMi3 et plus de 860 plantes pour 

celles de CgCCaMK). Des pertes de matériel végétal sont également à déplorer en raison 

de contaminations diverses survenant en milieu hydroponique dans la chambre de culture. 

Un dernier inconvénient est l’altération phénotypique du système racinaire résultant du 

transfert des oncogènes présents sur l’ADN-T du plasmide Ri d’A. rhizogenes. Cette 

altération racinaire a un impact sur le processus de nodulation, puisque seulement 30 à 

50% des plantes composites peuvent être nodulées par Fankia, les plantes témoins non-

transformées étant nodulées à plus de 90% (Diouf et al., 1995 ; Benabdoun et al., 2011). 

Cependant, l’altération du système racinaire est moins marquée avec la souche d’A. 

rhizogenes Arqua1 qu’avec la souche A4RS. Au cours de mes expérimentations, j’ai donc 

choisi d’utiliser Arqua1. 
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L’utilisation combinée d’A. tumefaciens et d’A. rhizogenes permet également d’obtenir 

des doubles transformants. Ainsi, avant de quitter le laboratoire Rhizogenèse, j’ai utilisé 

des rameaux transgéniques PromCgNIN::GUS obtenus par Dr. S. Svistoonoff, après 

transformation génétique par A. tumefaciens. CgNIN code un facteur de transcription 

exprimé très précocement lors de l’organogenèse nodulaire (S. Svistoonoff, résultats non 

publiés). Les rameaux transgéniques PromCgNIN::GUS ont été transformés avec la souche 

Arqua1 contenant les constructions PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK-dérégulé   1-

307::TermNos, PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK-dérégulé 1-322 ::TermNos et 

PromCgCCaMK::CDS-CgCCaMK::TermNos. La manipulation en cours devrait permettre 

d’établir si la construction PromCgNIN::GUS est exprimée, comme ce qui est observé chez 

les Légumineuses (Tirichine et al., 2006a) durant la nodulation spontanée induite par les 

formes tronquées de CgCCaMK. 

La contribution des plantes composites à la connaissance de la symbiose actinorhizienne 

fait l’objet d’une publication dans le Journal à Comité de lecture « Journal of Botany », 

présentée à la fin de la discussion. 

II. CCaMK, le gène clé de la symbiose nodulaire fixatrice d’azote

1. Un rôle majeur de CgCCaMK dans le processus d’infection

L’analyse spatio-temporelle de l’expression de CgCCaMK en utilisant la construction 

PromCgCCaMK::GUS::TermNos a permis de montrer que ce gène présentait un profil 

d’expression qui suit le processus d’infection. En effet, si les tests histochimiques réalisés 

sur des fragments de racines non-inoculées ne montrent qu’une expression basale dans la 

zone épidermique ou le système vasculaire, une induction forte est en revanche observée 

après inoculation avec Frankia, en particulier au niveau de la zone des poils absorbants. 

Cette induction au cours des étapes précoces est d’abord très étendue puis, tout en 

demeurant très intense, devient plus localisée dans les zones où les poils absorbants sont 

déformés et dans les zones d’émergence des prénodules. Ces résultats indiquent que la 

présence de la bactérie et l’échange de signaux avec la plante induisent l’expression de 

CgCCaMK. La déformation des poils absorbants et la pénétration de Frankia à travers le 

poil déformé marquent le début de l’infection. 



Figure 53 : Suivi de l’expression spatio-temporelle de DMI3 par fusion transcriptionnelle 
PromDMI3::GUS chez Medicago truncatula (D’après Godfroy, 2008). 

A : Expression constitutive de DMI3 (en bleu) dans les racines transformées de M. 
truncatula  non-stimulées par le symbiote. On distingue notamment le cylindre centrale ;       
B : 2 jours après inoculation par la bactérie Sinorhizobium meliloti la coloration GUS (en 
rose) épidermique est sensiblement plus intense et plus étendue ; C : À 5 jours après 
inoculation, l’expression de DMI3 (en rose) est restreinte au site d’infection ; D : À 14 jours 
après infection, les cellules sont infectées par les bactéries (coloration β-Gal en rose) et 
l’expression de DMI3 (coloration GUS en bleu) est visible à l’apex du nodule. (ap) : apex ; 
(cc) : cylindre centrale ; (ci) : cellules infectées. 

cc 
ap 

ci 

A 

B 

C 

D 

A B C D 

Figure 54 : Profil d’expression de CCaMK chez Sesbania rostrata (D’après Capoen et al., 
2009). 

A : L’activité GUS est visible dans les racines non-inoculées ; L’activité GUS est visible à 2 
(B) et à 3 (C) jours après inoculation avec Azorhizobium caulinodans ORS571 ; D : Coupe 
histologique de nodule jeune. On observe une activité GUS au niveau des cellules corticales 
et dans la zone d’infection. (i) : zone d’infection ; (ic) : centre d’infection ; (m) : méristème. 
Barre d’échelle = 500 µm. 
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Cette infection se poursuit par la colonisation du prénodule dont la formation résulte de 

la division des cellules corticales concomitamment à la pénétration de la bactérie et non 

loin du site d’infection. Le fait remarquable est que c’est dans ces zones que l’expression 

de PromCgCCaMK::GUS::TermNos est la plus forte. Dans le nodule mature, on observe 

une activité GUS particulièrement prononcée dans la zone II ou zone d’infection. Cette 

zone correspond aux jeunes cellules corticales nouvellement différenciées qui sont en passe 

d’être colonisées par Frankia. Ces résultats permettent de déduire qu’il existe une 

corrélation entre le processus d’infection et l’expression de CgCCaMK et viennent 

conforter d’autres travaux réalisés dans l’équipe sur CgCCaMK. En effet, l’extinction 

ciblée de CgCCaMK par ARNi induit un retard de la nodulation, une baisse de la quantité 

de nodules et une diminution du nombre d’événements d’infection précoces des poils 

absorbants. Au niveau cyto-histologique, la zone d’infection apparaît plus distante du 

méristème nodulaire dans les nodules ARNi-CgCCaMK. Chez les Légumineuses, les études 

d’expression, à travers des fusions PromDMI3::GUS, réalisées chez M. truncatula 

(Godfroy, 2008) et S. rostrata (Capoen et al., 2009) ont montré des profils très similaires 

aux nôtres (Figure 53 et 54). Ces travaux conjugués permettent de conclure que les 

CCaMK de C. glauca et de Légumineuses partagent des caractéristiques communes. 

Dans la symbiose Légumineuses-Rhizobium, une des premières réponses 

physiologiques de la plante à l’inoculation bactérienne ou au traitement par les NFs est 

l’occurrence des oscillations calciques ou « calcium spiking » (Oldroyd et Downie, 2008). 

Un influx calcique suivi de pulsations calciques sont observés quelques minutes après 

l’inoculation. De par sa structure et son affinité pour le calcium, CCaMK est sans doute le 

décodeur de ces oscillations (Lévy et al., 2004 ; Gleason et al., 2006) et le relais du signal 

calcique aux différents éléments impliqués dans le processus de nodulation. 

Dans une étude récente réalisée chez M. truncatula, il est intéressant de noter qu’au 

cours des étapes précoces de l’infection, des oscillations calciques s’opèrent dans les poils 

absorbants, les cellules épidermiques et le cortex externe. Ces oscillations présentent des 

amplitudes caractéristiques passant de hautes ou basses en fonction du stade d’infection 

des cellules et de la progression du cordon d’infection de cellule en cellule (Sieberer et al., 

2012). La corrélation de l’expression de CCaMK avec le processus d’infection suggère que 

celle-ci interprète ce signal calcique. Cela montre que la régulation du message calcique et 

son décodage constituent une étape clé de la voie de signalisation permettant l’activation 

des autres éléments de la cascade conduisant à la nodulation. Chez C. glauca, l’occurrence 
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Figure 55 : Induction de PromCgCCaMK::GUS::TermNos chez Casuarina glauca par les 
surnageants de Frankia. 
 
L’expression de PromCgCCaMK::GUS n’est pas induite dans les racines de C. glauca en 
absence de surnageants de Frankia (A), et elle est fortement induite après inoculation avec 
les surnageants de Frankia (B). 



Discussion générale et Conclusion 

125 

des oscillations calciques n’a pas été rapportée jusqu’à présent. Les résultats obtenus avec 

cette étude d’expression de CgCCaMK suggèrent que de tels événements pourraient avoir 

lieu au cours des étapes précoces de l’interaction. Des travaux sont en cours dans l’équipe 

afin de déterminer si une réponse calcique peut être mise en évidence chez C. glauca 

consécutivement à l’inoculation par Frankia. 

Enfin, CgCCaMK est aussi impliqué dans la mycorhization puisque des expériences 

d’extinction de ce gène par ARNi menées dans l’équipe, chez C. glauca, ont montré une 

baisse significative de la fréquence de mycorhization. Il serait donc intéressant d’analyser 

son expression après inoculation par un champignon endomycorhizien. 

2. CgCCaMK, un marqueur moléculaire précoce permettant la purification des

facteurs de Frankia

Si plusieurs éléments de la voie de signalisation aux NFs de Rhizobium sont aussi 

présents chez les plantes actinorhiziennes (Hocher et al., 2011a), on ignore encore la 

nature du signal émis par Frankia ; cela, malgré les efforts de plusieurs 

laboratoires et le séquençage du génome de quatre souches bactériennes (voir partie 

bibliographique). Un des moyens pour identifier le ou les facteur(s) de Frankia, 

permettant la mise en place de l’interaction entre le système racinaire et le symbiote, est 

d’utiliser des marqueurs précoces de la plante-hôte susceptibles d’être induits par des 

surnageants bactériens contenant ces molécules signal. Ce test biologique peut être 

réalisé grâce à l’utilisation de plantes transgéniques exprimant des fusions 

transcriptionnelles entre des promoteurs de gènes symbiotiques et des gènes rapporteurs 

tels que les gènes GUS ou    GFP.
L’étude de la régulation spatio-temporelle de CgCCaMK a montré que celui-ci était 

fortement induit après inoculation avec Frankia ou par des surnageants de Frankia (Figure 
55). Les lignées transgéniques exprimant la construction PromCgCCaMK::GUS::TermNos 
seront utilisées dans l’équipe pour tenter d’isoler la fraction de surnageant de 
Frankia provoquant cette forte induction. Les fractions seront ensuite caractérisées 
au niveau biochimique.

3. Un rôle majeur de CCaMK dans le processus d’organogenèse nodulaire

Chez le lotier, une nouvelle classe de mutants chimiques formant spontanément des 

nodules a été rapportée par Tirichine et al. (2006b). Les gènes responsables de ce 
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phénotype ont été identifiés par clonage positionnel. Il s’agit de mutations gain de fonction 

dans les gènes CCaMK (Tirichine et al., 2006b) et LHK, un récepteur cytokinines 

(Tirichine et al., 2007). Des études parallèles réalisées chez M. truncatula ont montré que 

des formes mutées du gène DMI3/CCaMK introduites chez la plante déclenchaient 

spontanément la nodulation (Gleason et al., 2006). Ce gain de fonction est dû à la 

dérégulation du gène correspondant. Dans le cas de CCaMK, la formation de nodules 

spontanés peut être obtenue soit par mutation du site d’autophosphorylation, soit par la 

levée de l’autoinhibition qui résulte de la suppression du domaine autoinhibiteur/CAM et 

du domaine Visinine contenant les motifs « mains-EF » (Gleason et al., 2006 ; Tirichine et 

al., 2006a). 

Nous avons voulu tester, chez C. glauca, l’hypothèse d’une implication de CCaMK 

dans l’activation de l’organogenèse nodulaire en l’absence du partenaire bactérien. Pour 

cela, nous avons introduit des formes tronquées de DMI3/CCaMK de M. truncatula d’une 

part et de CgCCaMK d’autre part. Deux constructions de DMI3/CCaMK correspondant à 

une protéine tronquée de MtDMI3 ne contenant que le domaine kinase situé dans la partie 

N-terminale ont été utilisées. L’une sous le contrôle du promoteur de MtDMI3, l’autre sous 

le contrôle du promoteur 35S. Deux constructions de CCaMK de C. glauca correspondant 

à une protéine tronquée délétée des domaines autoinhibiteur/CAM et Visinine ont été 

réalisées et utilisées. Les deux constructions contiennent le domaine kinase sous le contrôle 

du promoteur de CgCCaMK, l’une d’une longueur de 307 aa, l’autre de 322 aa. 

L’expression de ces formes tronquées de CCaMK a permis d’obtenir des nodules spontanés 

chez C. glauca indépendamment de l’inoculation par Frankia. 

Les résultats obtenus suggèrent que la protéine dérégulée est capable de réactiver la voie 

de signalisation, ainsi que les gènes situés en aval, qui sont nécessaires à l’organogenèse 

nodulaire. En l’absence de calcium, le domaine CAM, qui est chevauchant avec le domaine 

autoinhibiteur, maintient la protéine dans un état inactif (Sathyanarayanan et al., 2000). La 

levée de l’autoinhibition activerait donc la fonction de phosphorylation des substrats de la 

protéine via le domaine kinase. Shimoda et al. (2012) ont récemment montré que le 

domaine kinase seul de CCaMK du lotier conservait in vitro son activité de 

phosphorylation, quoique moins efficacement que la protéine complète activée. 

Chez M. truncatula et L. japonicus, l’induction de nodules spontanés a été observée 

chez les plantes exprimant différentes formes mutées ou délétées de CCaMK (Gleason et 

al., 2006 ; Tirichine et al., 2006a ; Shimoda et al., 2012). Chez ces plantes, des marqueurs 
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moléculaires spécifiques de l’organogenèse nodulaire sont induits comme MtENOD11 chez 

M. truncatula (Gleason et al., 2006) ou NIN chez L. japonicus (Tirichine et al., 2006a et b). 

Ces travaux indiquent que la voie de signalisation conduisant à la nodulation est activée. 

Chez C. glauca, le gène NIN a été isolé dans l’équipe et est en cours de caractérisation. 

C’est afin de tester l’hypothèse de l’induction de CgNIN dans les nodules spontanés que, 

comme je l’ai indiqué précédemment, une lignée transgénique de C. glauca exprimant la 

construction PromCgNIN::GUS a été transformée par « hairy root » avec les formes 

tronquées de CgCCaMK. Les plantes sont en cours de génération et l’expression du 

PromCgNIN::GUS dans les nodules spontanés sera analysée. 

L’induction de nodules spontanés chez C. glauca suite à l’expression des formes 

tronquées de DMI3/CCaMK de M. truncatula est un résultat très intéressant. Il montre en 

effet qu’un gène hétérologue muté dominant positif est capable d’initier le processus de 

nodulation. Ce gène de Légumineuse dans sa forme dérégulée permettrait donc d’activer la 

cascade signalétique chez une espèce actinorhizienne. Notre équipe a déjà montré que la 

complémentation fonctionnelle d’un mutant « knock-out » mtdmi3- avec le gène 

CgCCaMK a permis de restaurer la nodulation et la mycorhization chez M. truncatula. Ces 

nouveaux résultats obtenus chez C. glauca apportent des données supplémentaires sur 

l’étendue de la conservation de la voie de signalisation chez les espèces nodulantes. 

Dans l’équipe, l’introduction des formes tronquées de CgCCaMK chez une autre espèce 

actinorhizienne, D. trinervis, dont le mode d’infection intercellulaire est différent de celui 

de C. glauca (infection intracellulaire par le poil absorbant) a permis aussi d’induire des 

nodules indépendamment de Frankia. Il est intéressant de noter que ces nodules ont une 

organisation identique à celle des nodules résultant de l’infection par la souche de Frankia 

BCU ; on note en particulier la présence d’une vascularisation centrale ramifiée, comme 

dans les nodules témoins infectés. Ce résultat suggère que si les processus d’infection sont 

distincts, les processus d’initiation nodulaire sont similaires. 

4. CCaMK, un gène à l’interface des voies de signalisation conduisant à l’infection

et à l’organogenèse

Notre étude fonctionnelle sur CCaMK montre le rôle déterminant de ce gène à la fois 

dans le processus d’infection et dans l’organogenèse nodulaire. Cette dualité fonctionnelle 

indique que la cascade de signalisation qui résulte du dialogue moléculaire entre la bactérie 
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Figure 56 : Modèle de la voie de signalisation symbiotique chez les Légumineuses 
(D’après Kouchi et al., 2010). 

A : En réponse aux facteurs Nod (NFs), le signal généré par les récepteurs NFR1/NFR5 se 
divise en deux voies, l’une écoule de la voie de signalisation commune (ligne bleu), et 
l’autre (ligne rose) est requise pour l’infection rhizobienne. Les gènes communs de la voie 
de signalisation symbiotique sont de couleur verte ; B : Rôle du Ca2+ dans la signalisation et 
l’activation du gène CCaMK au cours de la formation et la croissance du cordon 
d’infection. La localisation exacte et la composition du complexe récepteur des NFs n’ont 
pas encore été déterminées. 

Figure 57 : Induction de nodules spontanés en présence d'auxine (2,4-D). 

A : Apparition des nodules spontanés chez Triticum aestivum à 2 semaines après incubation 
des racines dans le 2,4-D en présence de bactéries diazotrophes ; B : Chez Allocasuarina 
verticillatta, les nodules spontanés apparaissent après 2 mois d’incubation es racines dans le 
2,4-D. 
A : D’après Biabani et al., 2012 ; B : D’après Svistoonoff, 2003. 
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et la plante fait appel à deux processus parallèles ; l’un impliqué dans l’organogenèse 

nodulaire, l’autre dans l’infection. Du fait de cette dualité fonctionnelle, le gène CCaMK 

semble donc être un acteur majeur du dialogue moléculaire. 

Chez les Légumineuses, des études récentes ont démontré l’importance de CCaMK 

(Singh et Parniske, 2012). Ces études sont basées sur l’expression de formes dérégulées de 

CCaMK chez des plantes mutées dans des gènes essentiels de la voie de signalisation 

situés en amont de CCaMK comme les gènes SymRK ou NUP. Les plantes obtenues 

développent des nodules spontanés qui peuvent être infectés par Rhizobium (Hayashi et al., 

2010 ; Madsen et al., 2010 ; Shimoda et al., 2012). De plus, certaines de ces plantes 

peuvent aussi être mycorhizées (Hayashi et al., 2010 ; Shimoda et al., 2012). 

D’autres travaux rapportés récemment soulignent l’importance des différents domaines 

protéiques dans l’activation de la nodulation ou dans le processus d’infection. Grâce à 

l’expression de différentes formes mutées de CCaMK chez une plante « knock-out » 

ccamk- du lotier, il a été possible de montrer par ex. que le domaine autoinhibiteur/CAM 

étaient requis pour l’infection par Rhizobium, tandis que le domaine Visinine était 

nécessaire à l’infection par Rhizobium et par le champignon endomycorhizien (Shimoda et 

al., 2012). 

Chez les Légumineuses, il est désormais admis que la voie de signalisation aux NFs 

s’appuie sur deux processus liés et concomitants : l’un contrôlant l’organogenèse du 

nodule, l’autre contrôlant l’infection et l’accommodation du microsymbiote. Ces deux 

processus sont en partie dépendants de CCaMK (Figure 56) (Hayashi et al., 2010 ; 

Madsen et al., 2010). La caractérisation fonctionnelle de CgCCaMK, conjuguée avec 

d’autres travaux menés dans l’équipe (Hocher et al., 2011a) suggère que la signalisation 

symbiotique chez C. glauca suit une voie similaire. 

L'induction de nodules est un phénomène connu chez les plantes, y compris chez les 

espèces non-nodulantes comme le blé, le maïs ou le riz (Ridge et al., 1993 ; Buvana et 

Kannaiyan, 2002 ; Narula et al., 2006). Elle est rendue possible grâce à certains traitements 

hormonaux comme les cytokinines ou le 2,4-D (Figure 57) (Svistoonoff et al., 2003 ; 

Biabani et al., 2012). Chez le lotier, le mutant dans le récepteur cytokinine LHK1 induit 

des nodules spontanés, ce qui souligne l'importance des hormones dans l'organogenèse 

nodulaire (Murray et al., 2007 ; Tirichine et al., 2007). L'originalité de CCaMK réside dans 

sa dualité de fonction, au niveau de l’infection et de l’organogenèse. 



 
 
 
 
 

Tableau 10: Analyse comparative des différentes stratégies envisagées pour le transfert de la 
fixation d’azote aux céréales. 

 

Stratégie Azote 
potentiellement 
fixé (kg/ha/an) 

Avantages Limitations Probabilité 
de succès 

Bactéries dans la 
rhizosphère 

1-50 La stratégie existe 
déjà et reste à 

optimiser 

Difficulté de 
maîtriser le 

système en raison 
de la complexité 
de la rhizospère ; 
des inoculations 

répétées sont 
anticipées 

- moyenne 
- stratégie 

court à 
moyen terme 

Transfert des 
gènes nif dans les 

céréales 

ND La technologie sera 
applicable à 

l’ensemble des 
céréales ; le 

fonctionnement du 
complexe nitrogénase 

est bien étudié et 
maîtrisé 

Toutes les 
technologies 

nécessaires ne 
sont pas encore 
maîtrisées ; les 

organites 
constituent un 
environnement 

complexe 

- faible 
- stratégie à 
long terme 

Champignons 
endomycorhiziens 

avec bactéries 
fixatrices d’azote 

ND Intérêt dans le large 
spectre d’hôte des 

champignons 
endomycorhiziens qui 
permet la colonisation 

des racines des 
céréales 

Peu de 
connaissances de 

la relation 
champignons-

bactéries et de la 
probabilité 

d’optimiser le 
système 

-faible à 
moyenne 

- stratégie de 
moyen à 

court terme 

Induction de 
nodosités 

fixatrices d’azote 

75-300 Le processus de 
nodulation est très 
étudié au niveau 

moléculaire ; 
existence de certains 
gènes symbiotiques 

chez les céréales 

Complexité de 
l’approche qui 
repose sur des 

modifications des 
bactéries et des 
céréales hôtes 

- moyenne 
- stratégie de 

moyen à 
long terme 

 

ND : Non Déterminé. 
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La majorité des plantes, dont les céréales, sont capables d'établir des symbioses 

endomycorhiziennes et possèdent par conséquent les gènes communs de la voie de 

signalisation comme CCaMK. En revanche, seul un groupe restreint d'espèces est capable 

d'interagir avec des bactéries et former des nodules fixateurs d'azote. La compréhension du 

mode de fonctionnement de gènes comme CCaMK devrait nous aider à imaginer des 

stratégies permettant de transférer cette capacité d’interagir avec les bactéries Rhizobium 

ou Frankia et de former des nodules fixateurs d'azote. 

 

 

III. Un objectif à long terme : des céréales fixatrices d’azote 

Les recherches entreprises sur le thème de la fixation biologique de l’azote ont pour 

vocation, à court terme, de générer des connaissances sur les mécanismes moléculaires mis 

en œuvre, afin d’utiliser au mieux dans un contexte agronomique les différentes bactéries 

fixatrices d’azote, qu’elles soient symbiotiques ou non. Mais il y a également un objectif à 

plus long terme, qui est de transférer l’aptitude à fixer l’azote chez les céréales, telles le blé, 

le maïs et le riz. Il s’agit là d’un enjeu extrêmement important pour le développement 

d’une agriculture durable respectueuse de l’environnement. Quatre stratégies sont 

actuellement envisagées (Tableau 10) (pour plus d’informations, consultez : Ladha et 

Reddy, 2000 ; Charpentier et Oldroyd, 2010 ; Beatty et Good, 2011). 

1. L’introduction de bactéries fixatrices d’azote dans la rhizosphère 

Cette stratégie, qui est sans doute la plus simple, repose sur l’utilisation de bactéries 

fixatrices d’azote libres de type PGPR « Plant Growth Promoting Rhizobacteria », tel 

Azospirillum, qui s’associe avec le système racinaire de certaines céréales, sans pour autant 

induire le développement de nodules (Saharan et Nehra, 2011). Cette approche est déjà au 

stade commercial, avec par ex. le bioengrais « Gmax Nitromax » commercialisé par la 

Société « Greenmax Agro Tech », qui contient un mélange d’Azospirillum et d’Azotobacter. 

Ce bioengrais peut être utilisé avec les céréales pour fournir, selon les données du 

fournisseur, environ 30% de l’azote nécessaire à la croissance des plantes 

(http://www.greenmaxagrotech.com/azospirillum.html). 

Il reste cependant que les bactéries introduites dans la rhizosphère restent soumises à 

une forte compétition avec une microflore très abondante et que les échanges métaboliques 

http://www.greenmaxagrotech.com/azospirillum.html
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avec le système racinaire de la plante hôte sont limités par rapport à une véritable symbiose. 

La quantité d’azote fixé ne dépasserait pas en moyenne 5 kg d’azote/ha, ce qui ne répond 

pas à la totalité des besoins en azote des céréales. L’optimisation de cette stratégie repose 

sur des programmes de sélection de PGPR adaptés aux céréales cultivées et possédant un 

fort potentiel de fixation d’azote. 

2. L’introduction du complexe nitrogénase chez les céréales

L’objectif est de transférer les gènes permettant la biosynthèse et l’activité du complexe 

enzymatique nitrogénase dans des organites des végétaux. Les bactéries fixatrices d’azote 

possèdent une vingtaine de gènes impliqués dans le processus de transformation de l’azote 

atmosphérique en ammoniaque, ou gènes nif « nitrogen fixation ». Les techniques de 

transformation génétique des plantes permettent désormais de faire du « multigene 

engineering », c’est-à-dire de réaliser l’introduction de caractères complexes et 

multigéniques (Naqvi et al., 2010). Cependant, une des propriétés limitant cette approche 

est que le complexe nitrogénase est extrêmement sensible à l’oxygène ; il doit donc 

bénéficier d’un environnement anaérobie pour éviter une inactivation irréversible par 

l’oxygène. Les organites cibles envisagés dans le contexte de cette stratégie sont soit les 

chloroplastes, soit les mitochondries, qui sont tous deux en mesure de fournir les 

concentrations d’adénosine 5’ triphosphate et le pouvoir réducteur nécessaires pour 

l’activité nitrogénase. 

Pour ce qui est des chloroplastes, bien que l’activité photosynthétique conduit à la 

production d’oxygène, ce qui est a priori incompatible avec l’activité du complexe 

nitrogénase, on sait qu’il existe chez les fougères, les mousses et les gymnospermes des 

enzymes sensibles à l’oxygène capables de fonctionner dans cet environnement (Muraki et 

al., 2010). Photosynthèse et activité fixatrice d’azote pourraient donc être réalisées dans un 

même compartiment cellulaire, mais à des moments différents, l’utilisation de promoteurs 

spécifiques permettant de réguler de façon appropriée les gènes nif. Si les chloroplastes 

peuvent être transformés génétiquement (Wang et al., 2009), l’utilisation des 

mitochondries a pour facteur limitant l’absence de technique d’introduction de matériel 

génétique dans ce compartiment cellulaire. Il faudrait donc, dans l’état actuel des 

connaissances, introduire les gènes nif dans le noyau des cellules végétales de la plante 

hôte, puis adresser les protéines dans les mitochondries. 



Figure 58 : Colonisation des racines des céréales par des champignons endomycorhiziens. 

A : Endomycorhizes de blé ; B : Endomycorhizes de riz. (a) : arbuscules ; (h) : hyphes.           
A : Photo INRA, A. Trovelot ; B : D’après Gutjahr et al., 2008. 

A B 



Discussion générale et Conclusion 

131 

3. Des champignons endomycorhziens abritant des bactéries fixatrices d’azote

L’équipe de P. Bonfante a mis en évidence que certains champignons 

endomycorhiziens contiennent des bactéries intracellulaires à l’intérieur des spores 

et du mycélium (Bianciotto et al., 1996). Les analyses moléculaires ont révélé 

que ces bactéries appartiennent au genre Burkholderia et qu’elles possèdent l’opéron 

nifKDH codant pour les composants du complexe nitrogénase. Cette découverte 

de bactéries nif endosymbiotiques de mycorhizes est extrêmement intéressante 

puisque 80% des plantes, dont les céréales (Figure 58), peuvent développer des 

symbioses mycorhiziennes à arbuscules. La recherche de souches de 

champignons abritant des bactéries très performantes au niveau de la fixation 

d’azote est actuellement en cours dans certains laboratoires. 

4. Le transfert de l’aptitude à former des nodosités fixatrices d’azote

Comme l’a mis en évidence mon mémoire de thèse, des progrès énormes ont été 

accomplis ces dernières années dans la connaissance des mécanismes moléculaires 

impliqués dans le dialogue plante-bactérie, et dans ceux qui permettent le développement 

des nodosités fixatrices d’azote chez les Légumineuses (pour revues Kouchi et al., 2010 ; 

Oldroyd et al., 2011 ; Yokota et Hayashi, 2011). Si la communauté de chercheurs étudiant 

les plantes actinorhiziennes est plus restreinte, il n’en reste pas moins que des résultats 

majeurs ont été obtenus récemment, avec en particulier la démonstration que deux acteurs 

de la voie SYM commune, SymRK (Gherbi et al., 2008a) et CCaMK (Benabdoun et al. 

article soumis à publication), sont nécessaires à la mise en place de la symbiose 

actinorhizienne. 

Le succès de la nodulation chez les céréales repose d’une part sur des modifications 

induites chez les bactéries fixatrices d’azote choisies (Frankia ou Rhizobium), permettant 

une infection du système racinaire des céréales, et d’autre part sur des modifications de 

l’hôte permettant le développement de nodosités qui abriteront le microorganisme 

symbiotique. Il a été découvert récemment que la structure des facteurs Myc produite par 

les champignons endomycorhiziens est très voisine de celle des NFs (voir Figure 52 pour 

la structure chimique des NFs et des facteurs Myc) (Maillet et al., 2011) ; les modifications 

permettant à un symbiote de produire les molécules signal conduisant à l’infection des 

céréales ne semblent donc pas trop complexes à réaliser. 
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L’existence de la voie SYM commune entre le processus de nodulation et 

d’endomycorhization est également un élément encourageant pour la mise en place de cette 

stratégie, puisque comme je l’ai indiqué, les céréales vivent en symbiose avec les 

champignons endomycorhiziens (Gutjahr et al., 2008). Les résultats obtenus dans le 

chapitre II de ma thèse mettent en évidence que des formes tronquées de CgCCaMK sont à 

elles seules capables d’induire une organogenèse nodulaire chez C. glauca. Une des 

perspectives de mon travail de thèse sera bien sûr de déterminer si ces constructions 

peuvent induire des nodules spontanés chez le blé, le maïs ou le riz. 

En complément à cette approche ciblée sur des gènes clés du processus symbiotique, 

des approches génomiques sont en cours, tant au niveau des Légumineuses que des plantes 

actinorhiziennes et des céréales, pour comparer les programmes endosymbiotiques (Hocher 

et al., 2011a ; Moreau et al., 2011). Les résultats mettront en évidence quels sont les gènes 

d’endosymbiose qui existent déjà chez les céréales, et ceux qui devront être introduits pour 

assurer une fixation d’azote. 

Longtemps considéré comme un objectif relevant de l’utopie, faire fixer l’azote aux 

céréales relève désormais du domaine du possible, même s’il est encore difficile de prédire 

combien d’années seront encore nécessaires pour atteindre cet objectif. 
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IV. Revue

« COMPOSITE ACTINORHIZAL PLANTS WITH 

TRANSGENIC ROOTS FOR THE STUDY OF SYMBIOTIC 

ASSOCIATIONS WITH FRANKIA » 

J. Bot. vol 2011, p. 1-8 (2011) 
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Annexe 1 : Détail de la partie ADN-T du vecteur binaire pHKN29 (Kumagai et Kouchi, 2003). 

 

 
 

 

 
Annexe 2 : Liste des plasmides utilisés pour réaliser les constructions géniques. 

Nom du 
plasmide 

Résistance Cassette Référence  
ou 

fournisseur 
pCR2.1-TOPO Ampicilline 

et 
Kanamycine 

PromCgCCaMK 
(2,17 kb) 

Invitrogen 

pCR2.1 Ampicilline 
et 

Kanamycine 

TermNos 
(293pb) 

Invitrogen 

pGEM-T Easy Ampicilline ADNc-CgCCaMK (2,11 kb) Promega 
pGEM-T Easy Ampicilline 

 
PromCgCCaMK::CDS-CgCCamK-

dérégulé::TermNos 
(2,7 et 3,4  kb) 

 
PromCgCCaMK::CDS-CgCCamK::TermNos 

(6,1 kb) 

Promega 

pHKN29 Kanamycine PromCgCCaMK::CDS-CgCCamK-
dérégulé::TermNos 

(2,7 et 3,4  kb) 
 

PromCgCCaMK::CDS-CgCCamK::TermNos 
(6,1 kb) 

Kumagai 
et Kouchi 

(2003) 

 

 

 

 

 

 



Annexes  
 

161  
 

Annexe 3 : Liste des amorces utilisées pour le clonage. 

Amplification Nom du primer Séquences 
PromCgCCaMK CgCCaMKPEcoR5F 5 '-GATGATATCTTGGGT 

GCATGCTTTCCACG-3 ' 
CgCCaMKPXbaR 5'-CGTTCTAGAATACAAA                 

TTCTTGAACGACTGCA-3' 
TermNos NosTFor 5'-CGATGTCGACAAGC 

TTCTGCAGATCGTTC-3' 
NosTRev 5'-GATGAGCTCCCCGGG 

GATATCTCATGTTTG-3' 
CDS-CgCCaMK CgCCaMK-322-XbaF 5'-CATTCTAGATGAGGCA 

GGAAACAAAAAGACTC-3' 
CgCCaMK-CDSHindR3 5'-CGATAAGCTTCTATGAG 

GGGCGAAGAGAGGAG-3' 
CDS-CgCCaMK- dérégulé 1-322 CgCCaMK-322-XbaF 5'-CATTCTAGATGAGGCAG 

GAAACAAAAAGACTC-3' 
CgCCaMK-322-HindR1 5'-CGATAAGCTTCTAGCTCT 

GCAGTCGTGAAACGATC-3' 
CDS-CgCCaMK- dérégulé 1-307 CgCCaMK-322-XbaF 5'-CATTCTAGATGAGGCAG 

GAAACAAAAAGACTC-3' 
CgCCaMK-307-HindR2 5'-CGATAAGCTTCTAGGCTGA 

ATAACCTATGACCCATGG-3’ 
 

 

 

Annexe 4 : Composition du milieu H de Hoagland et Arnon (1938). 

 

Produits Pour 1 litre 
Macroélements 

K2SO4 
MgS04, 7H20 
Ca(H2PO4)2 

CaSO4, 2H2O 
Na2 FeEDTA (0,2%) 

 
0,109 g 
0,123 g 
0,029 g 
0,086 g 
0,063 g 

Oligoélements 
H3BO3 

MnCl2, 4 H20 
ZnS04, 7 H20 
CuS04, 5 H20 

Na2Mo04, 2 H20 

 
0,715 mg 
0,452 mg 
0,55 mg 
0,02 mg 

0,006 mg 
Plant-agar 8 g 

 
Le pH est ajusté à 6,8. 
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Annexe 5 : Composition du milieu BD modifié (Broughton et Dilworth, 1971) pour la culture 

hydroponique de Casuarina glauca. 

 

Produits Molarité 
Macroélements 

CaCl2, H2O 
KH2PO4 
MgSO4 
K2SO4 

MnSO4, H2O 

 
1 mM 

0,5 mM 
0,25 mM 
0,25 mM 

1 µM 
Chélate de Fer (FeEDTA) 

Na2EDTA 
FeSO4 

 
9,3 mg.L-1 

6,9 mg.L-1 

Oligoéléments 
H3BO3 

ZnSO4, 7H2O 
CuSO4, 5H2O 
CoSO4, 7H2O 

Na2MoO4, 2H2O 

 
2 µM 

0,5 µM 
0,2 µM 
0,1 µM 
0,1 µM 

 

Pour le milieu azoté 0,5 g.L-1 de KNO3 sont ajoutés. 

 

 

 

Annexe 6 : Composition du milieu Luria et Bertani (LB) pour Escherichia coli (Bertani, 1951). 

Produits Pour 1 litre 
Bacto-Tryptone 10 g 
Extrait de levure 5 g 

NaCl 10 g 
Bacto-agar 14 g 
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Annexe 7 : Composition du milieu Ag pour Agrobacterium. 

 

Produits Pour 1 litre 
MgSO4, 7H2O 0,2 g 

NaCl 0,1 g 
Mannitol 5 g 

Extrait de levure 1 g 
Casamino acides 1 g 

Bacto-agar 14 g 
 

Le pH est ajusté à 7,2. 

 

 

 

Annexe 8 : Composition du milieu BAP-PCM pour la culture de Frankia (Schwencke, 1991). 

Produits Pour un litre 
Macroélements 
MgSO4, 7H2O 
CaCl2, 2H2O 

NH4Cl 
Propionate de Na 

FeNa2EDTA 

 
0,05 g 
0,01 g 
0,267 g 
0,48 g 
0,01 g 

Oligoélements 
H3BO3 

MnCl2, 4H20 
ZnSO4, 7H2O 
CuSO4, 5H2O 

Na2O4Mo, 2H2O 
CoSO4, 7H2O 

 
2,86 mg 
1,81 mg 
0,22 mg 
0,08 mg 

0,025 mg 
0,001 mg 

Vitamines 
Thiamine-HCl 

Acide nicotinique 
Pyridoxine-HCl 
Acide folique 

Panthothénate de calcium 
Riboflavine 

Biotine 

 
10 mg 
50 µg 
50 µg 
10 µg 
10 µg 
10 µg 

22,5 µg 
 

Le pH est ajusté à 6,7, puis 20 mL de MES-TRIS (0,5 mM, pH 6,8) ainsi que 0,86 mg.L-1 de 

phosphatidylcholine sont ajoutés. 
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Annexe 9 : Liste des plasmides utilisés pour la transformation génétique de Casuarina glauca par 

Agrobacterium. 

 

Nom de la constuction 
génique 

Résistance 
plasmidique aux 

antibiotiques 

Référence Souche 
d'Agrobacterium 

utilisée 

Marqueurs 
de sélection des plantes 

transformées 
PBI101.3 

(PromCgCCaMK::  
GUS::TermNos) 

Kanamycine Jefferson et al. 
(1987) 

 

A. tumefaciens 
C58C1 

(pGV2260) 

Kanamycine 
(50 mg.mL-1) 

 
pHKN29 

(Prom35S::GFP:: 
TermNos) 

Kanamycine Kumagai et 
Kouchi (2003) 

A. rhizogenes 
ARqua1 

Marqueur fluorescent 
GFP 

pHKN29 
(PromCgCCaMK::  
CDS-CgCCamK- 

dérégulé::TermNos) 
 

pHKN29 
(PromCgCCaMK:: 

CDS-CgCCamK:: 
TermNos) 

Kanamycine Kumagai et 
Kouchi (2003) 

A. rhizogenes 
ARqua1 

Marqueur fluorescent 
GFP 

pHKN29 
(PromCgCCaMK::    

CDS-CgCCamK 
dérégulé::TermNos) 

Kanamycine Kumagai et 
Kouchi (2003) 

A. rhizogenes 
A4RS 

Marqueur fluorescent 
GFP 

pK7WGF2 
(PromMtDMI3::CDS 

-MtDMI3-
dérégulé::Term35S) 

Streptomycine Gleason et 
al.( 2006) 

 

A. rhizogenes 
ARqua1 

Kanamycine 
(12,5 mg.mL-1) 

 

pK7WG2D  
(Prom35S::CDS      

-MtDMI3-
dérégulé::Term35S) 

Kanamycine Gleason et 
al.( 2006) 

 

A. rhizogenes 
ARqua1 

Marqueur fluorescent 
GFP 
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Annexe 10 : Composition du milieu MSC adapté du milieu de Murashige et Skoog (1962) pour les 

Casuarinaceae. 

Produits Pour 1 litre 

½ Macro et microélements 

MS medium 

(Duchefa Biochemie) 

2,18 g 

 

Sucrose 30 g 

Vitamines de Nitsh et Nitsh 

(Sigma Ref. NO390) 
 

Thiamine 

Pyridoxine 

Glycine 

Acide nicotinique 

Mésoinositol 

Acide folique 

 

 

 

0,5 mg 

0,5 mg 

2 mg 

5 mg 

100 mg 

0,5 mg 

Plant-agar 8 g 

 

Le pH est ajusté à 5,6. 

 

 

Annexe 11 : Composition du tampon X-Gluc de Jefferson et al. (1987). 

 

Produits Quantité 
X-Gluc 1 mM 
DMF  5 µL.mL-1 

EDTA pH8 50 mM 
Triton X-100 pur 0,5% 

NaHP04 pH 7 50 mM 
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Annexe 12 : Composition du tampon de fixation des tissus. 

Produits Quantité 
EGTA pH 7,2 62,5 mM 

DMSO 10% 
Paraformaldéhyde 4% 

Tampon phosphate pH 7,2 0,1 M 
Glutaraldéhyde 0,25% 

 

 

 

Annexe 13 : Composition du tampon phosphate (50 mM). 

Le tampon phosphate 50 mM pH 7 est obtenu en mélangeant 39 volumes de NaH2PO4 à 0,2 M, 61 

volumes de Na2HPO4 à 0,2 M et 400 volumes d'eau. 
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