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Introduction générale 
 

I. Contexte de l’étude 

La culture des végétaux représente aujourd’hui un intérêt économique majeur avec une 

production mondiale extrêmement importante (9 milliards de tonnes en 2017 selon la FAO 

STATS). Les végétaux sont en effet cultivés pour l’alimentation humaine et animale, 

garantissant ainsi la sécurité alimentaire mondiale. Ils sont aussi utilisés pour la fabrication 

de matériaux (bois, fibres, textiles…), de produits phytopharmaceutiques ou cosmétiques 

(Wilson, 2008). Au vu de l’importance de la production végétale pour l’économie mondiale, 

la protection des cultures est donc primordiale afin d’éviter l'insécurité alimentaire et les 

pertes économiques pouvant découler des baisses de rendement de la production végétale 

(Bandara et al., 2020).  

La protection des cultures est aujourd’hui encore assurée en majorité par l’utilisation de 

produits phytosanitaires de synthèse (insecticides, herbicides, fongicides...). Il a cependant 

été démontré que ceux-ci sont rémanents dans l’environnement et présentent un danger 

pour la santé des êtres vivants (Fenner et al., 2013). Ces substances sont d'ailleurs désormais 

interdites à la vente pour les particuliers depuis le 1er janvier 2019 (Loi Labbé, modifiée par la 

loi n° 2015-992 du 17 août 2015 - art. 68 (V)). Les jardiniers amateurs et les agriculteurs ne 

pouvant se passer de solutions de protection de leurs cultures, une politique de 

remplacement de ces produits de synthèse chimique par des produits plus respectueux de 

l’environnement et de l’humain a été engagée (Exemple du glyphosate : Sortir du 

glyphosate, Ministère de l’agriculture et ministère de la transition écologique et solidaire, 

2020).  

C'est dans ce contexte que les plans Ecophyto et Ecophyto II+ ont été lancés lors du 

Grenelle de l’Environnement de 2007, du plan d'actions de 2018 et du comité d'orientation 

stratégique et de suivi (COS) de 2020 (Ministère de l’agriculture et de l’alimentation, 2020a). 

Ces plans visent à réduire de 50% l’utilisation des phytosanitaires d'ici 2025, tout en 

promouvant leur remplacement par des méthodes dites de biocontrôle. Ces méthodes 

consistent en l’utilisation de mécanismes naturels permettant la protection des plantes et 
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comprenant l’utilisation d’organismes vivants ou de molécules d'origine végétale, animale 

ou minérale (Ministère de l’agriculture et de l’alimentation, 2020b).  

Le biocontrôle regroupe un ensemble de techniques variées, telle que l’utilisation de 

macroorganismes dits « auxiliaires » (par exemple Trichogramma brassicae Bezdenko pour 

lutter contre la pyrale du maïs), de microorganismes (par exemple le Serenade ASO®, un 

biofongicide contenant la souche Bacillus subtilis QST 713) ou encore l’utilisation de 

substances naturelles comme les stimulateurs de défense (éliciteurs et potentialisateurs) qui 

vont activer les voies de défense des plantes (par exemple le Vacciplant®, un extrait de 

laminarine) (Ecophytopic, 2020).  

Le développement de ces dernières méthodes nécessite cependant une bonne 

connaissance de l’ensemble des mécanismes impliqués dans la défense des plantes. Si ceux-

ci ont été largement étudiés au niveau des parties aériennes (Jones and Dangl, 2006), les 

mécanismes de défense au niveau racinaire sont encore très peu connus (Chuberre et al., 

2018 ; Driouich et al., 2013). Pourtant la racine est un organe stratégique pour le 

développement, la protection et la survie de la plante. Elle peut être également le siège de 

stockage par l’accumulation de substances de réserve, le lieu de symbioses et l'objet de 

l'attaque de nombreux bioagresseurs telluriques tels que des insectes, bactéries, 

champignons et oomycètes (Bais et al., 2006 ; Egamberdieva et al., 2008 ; Mendes et al., 

2011). Ainsi, afin de promouvoir le développement des méthodes de biocontrôle, une 

meilleure connaissance des mécanismes de défense racinaire est nécessaire, et en 

particulier ceux mis en place par les plantes d’intérêt agronomique et économique.  

 

II. Les mécanismes de défense des plantes 

II-1 Généralités 

Une particularité importante de l’immunité végétale réside dans le fait que la majorité 

des cellules de l’organisme sont potentiellement capables de détecter la présence d’un 

agent pathogène. Cette détection est tout d’abord réalisée suite à la perception de 

molécules d’origine microbienne, les Microbial-Associated Molecular Patterns (MAMPs) ou 

d'origine endogène, les Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPs) (Abdul Malik et al., 

2020). Les MAMPs et les DAMPs sont des éliciteurs (peptides, glycopeptides, 
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oligosaccharides, nucléotides, acides gras, etc.) détectés par les cellules végétales via des 

récepteurs transmembranaires de la membrane plasmique appelés Pattern Recognition 

Receptors (PRRs) (Henry et al., 2012 ; Choi et Klessig, 2016 ; Hou et al., 2019). Ce premier 

niveau de reconnaissance déclenche la mise en place de l’immunité primaire appelée 

Pattern-Triggered Immunity (PTI) et permet de protéger la plante contre la plupart des 

invasions pathogènes (Figure 1).  

La détection des MAMPs (Microbial-Associated Molecular Patterns) ou DAMPs (Damage-Associated Molecular 
Patterns) par les récepteurs PRRs (Pattern Recognition Receptors) induit la mise en place de différents 
mécanismes comme l’activation de la voie des MAPKs (Mitogen Associated Protein Kinases), la production de 
ROS (Reactive Oxygen Species), et un influx d’ions Ca2+. Plus tardivement, on observe la fermeture des 
stomates, des dépôts de callose, ou encore l’activation de gènes de défense permettant la production 
d’éthylène. RLCK : Receptor-Like Cytoplasmic Kinase ; CDPK : Ca2+-Dependant Protein Kinase ; RBOHD : 
Respiratory Burst Oxydase Homologue Protein D ; TF : Facteur de transcription. Figure issue de l’étude de Saijo 
et al., 2018. 

 
La PTI peut plus tardivement se traduire également par la production de phytoalexines. 

Enfin, parmi les autres réponses cellulaires les plus tardives (de quelques heures à quelques 

jours) des dépôts de callose et des retards de croissance sont couramment observés (Boller 

et Felix, 2009 ; Millet et al., 2010). Généralement la fermeture des stomates ainsi qu’une 

inhibition de la croissance caulinaire est observée après quelques jours d’exposition au 

pathogène (Yu et al., 2017). Certains phytopathogènes contournent l’immunité primaire en 

sécrétant des effecteurs (facteurs de virulence) qui en s’opposant à la PTI favorisent 

l’infection. Ces facteurs de virulence de nature protéique sont parfois considérés comme des 

éliciteurs spécifiques. Des récepteurs cytoplasmiques, nommés protéines de résistance R ou 

Figure 1 : Schéma présentant les mécanismes impli qués dans la PTI (Pattern-triggered 
immunity) 
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NB-LRR (Nucleotide Binding-Leucine Rich Repeat), peuvent alors être synthétisés. La 

reconnaissance des facteurs de virulence par ces nouveaux récepteurs intracellulaires 

déclenche un second niveau d’immunité ou immunité secondaire plus spécialisée : l’ETI 

(Effector-Trigerred Immunity). Les réponses immunitaires primaire et secondaire se 

caractérisent par des réponses cellulaires semblables avec toutefois des intensités de 

réponse plus importantes lors de la réponse immunitaire spécialisée de type ETI. L’activation 

de ces deux réponses immunitaires permet donc, la plupart du temps, de résister à l’attaque 

du pathogène. Cependant, celles-ci ne sont efficaces que si le pathogène est détecté 

précocement par la plante, et cela grâce à la reconnaissance de ses éliciteurs associés. Les 

éliciteurs sont donc un élément majeur de l’immunité végétale. 

 

II-2 La notion d’éliciteurs 

Il existe une grande diversité d’éliciteurs dont le nom dépend de l'organisme d'origine 

(Figure 2). Ils sont appelées PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) pour les motifs 

moléculaires associés aux pathogènes, MAMPs (Microbe Associated Molecular Patterns) 

pour les motifs associés aux microorganismes en général qu'ils soient bénéfiques ou 

pathogènes, NAMPs (Nematode Associated Molecular Patterns) pour les molécules issues de 

nématodes (Choi et Klessig, 2016 ; Yu et al., 2017) ou encore HAMPs (Herbivore Associated 

Molecular Patterns) pour les molécules associées aux herbivores (Bonaventure et al., 2011). 

De plus, lors de l'attaque d’un pathogène, des molécules endogènes vont être libérées ou 

dégradées dans le milieu extracellulaire et vont être reconnues comme un signal de danger 

(Choi et Klessig, 2016 ; Yu et al., 2017). Ces molécules sont appelées DAMPs (Damage-

Associated Molecular Patterns). Enfin, d’autres molécules non issues de macro ou 

microorganismes pathogènes ou de la plante elle-même peuvent également présenter des 

propriétés élicitrices et induire des mécanismes de défense (Henry et al., 2012). Parmi celles-

ci, on retrouve notamment les composés analogues aux phytohormones, ou encore des 

extraits d’autres plantes ou d'organismes comme par exemple la laminarine issue de l’algue 

brune Laminaria digitata ou le chitosan extrait de la chitine contenue dans les carapaces de 

crustacés (Henry et al., 2012).  
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La reconnaissance des MAMPs (Microbe Associated Molecular Patterns), PAMPs (Pathogen Associated 
Molecular Patterns), DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns), HAMPs (Herbivore Associated Molecular 
Patterns) par différents récepteurs va activer la transcription de régulateurs et de gènes impliqués dans la 
réponse de défense de la plante. Cette reconnaissance peut induire l’activation d’une cascade de MAPKs 
(Mitogen-Activated Protein Kinases) et aboutir aux réponses immunitaires primaire PTI (PAMP-Triggered 
Immunity) et secondaire ETI (Effector-Triggered Immunity). Figure adaptée de Abdul Malik et al., 2020. 

 
En plus d'être d'origine diverse, les éliciteurs sont aussi de nature diverse. Il peut s'agir de 

fragments de polysaccharides (oligogalacturonnides (OGs), chitine…) (Ridley et al., 2001 ; 

Boller, 2005), de peptides (flagelline 22 (flg22), peptide 13 (PEP-13), peptidoglycannes, etc.) 

(Albert, 2013), de métabolites (acide fusarique, ...) (Plancot et al., 2013) et même d’acides 

nucléiques (ADN) (Gómez-Gómez et Boller, 2002 ; Duran-Flores et Heil, 2017). 

II-2-1 Les éliciteurs microbiens 

Les éliciteurs microbiens peuvent provenir de différents types d’organismes : les 

bactéries, les virus, les champignons ou encore les oomycètes.  

Parmi les éliciteurs bactériens, le plus connu est la flagelline 22 qui est un peptide de 22 

acides aminés constitutif du flagelle des bactéries et qui est reconnu chez Arabidopsis 

thaliana par le PRR FLS2 (Flagellin-Sensitive 2) qui forme un complexe avec BAK1 (BRI1-

Associated Receptor Kinase 1) (Chinchilla et al., 2007 ; Boller et Felix, 2009). D’autres 

éliciteurs peptidiques bactériens peuvent aussi être cités comme csp22 (cold shock protein 

22) qui est capable d’induire une réponse de défense chez les Solanaceae (Boller et Felix, 

2009) et dont le récepteur potentiel NbCSPR (Competence Stimulating Peptide Receptor) a 

été décrit chez le tabac (Yu et al., 2017) ; ou encore EF-Tu (Elongation Factor Thermo 

Figure 2 : Représentation schématique de la reconnaissance de différents MAMPs, DAMPs  et 
HAMPs associés à leur s récepteurs membranaires 
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unstable) ainsi que ses peptides associés elf18 et elf26 qui sont reconnus par le récepteur 

EFR (EF-Tu Receptor) (Boller et Felix, 2009 ; Yu et al., 2017).  

La paroi des cellules bactériennes peut elle aussi être reconnue par la plante. En effet 

chez Arabidopsis thaliana les peptidoglycanes (PNG) sont reconnus par les récepteurs LYM1 

et LYM3 (Lysin Motif proteins) et les lipopolysaccharides (LPS) par le récepteur LORE (Lipo-

Oligosaccharide-specific Reduced Elicitation) (Yu et al., 2017).  

La paroi des champignons est quant à elle reconnue par les plantes en raison de la chitine 

et des β-glucanes qu’elle contient. La chitine est ainsi détectée par les récepteurs LYK5 

(Lysine motif receptor like Kinase) et CERK1 (Chitine Elicitor Receptor Kinase 1) chez 

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh et par CEBiP (Chitine Elicitor Binding Protein) chez le riz. Le 

récepteur des β-glucanes n'est pas encore connu à ce jour (Boller et Felix, 2009 ; Yu et al., 

2017, Chaliha et al., 2018). Des enzymes produites par les champignons pour la dégradation 

de la paroi des plantes peuvent aussi être des molécules élicitrices. En effet, par exemple, la 

xylanase EIX (Ethylene Inducing Xylanase) est détectée par les récepteurs LeEIX1 et LeEIX2 

chez la tomate (Solanum lycopersicum L.) (Yu et al., 2017).  Une endopolygalacturonase (PG) 

provenant de Botrytis cinerea Persoon est également capable d’activer la PTI chez la vigne 

(Poinssot et al., 2003) et son récepteur associé semble être RLP42 (Receptor-Like Protein 42) 

chez A. thaliana (Yu et al., 2017). 

Les oomycètes sont eux aussi détectés par les plantes. Parmi les éliciteurs issus de ces 

microorganismes, on retrouve : 

−  le peptide nlp20 (necrosis and ethylene-inducing peptide) qui est reconnu par le 

récepteur RLP23 chez A. thaliana (Yu et al., 2017), 

−  l’élicitine INF1 (Phytophthora INFestans 1) qui est reconnu par le récepteur ELR (Elicitin 

Response) décrit chez la pomme de terre (Yu et al., 2017), 

−  les glucanes, l’ergosterol ou la cellulose-binding lectin issus de leur paroi (Boller et Felix, 

2009) et dont les mécanismes de reconnaissance sont encore inconnus, 

−  la glycoside-hydrolase XEG1 (Xyloglucan-specific Endo-β-1,4-Glucanase) (Yu et al., 2017), 

dont le PRR associé est toujours inconnu, 

−  le peptide de 13 acides aminés, PEP-13 provenant d’une transglutaminase des oomycètes 

du genre Phytophthora (Albert, 2013).  
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Bien que présentant un intérêt majeur pour de nombreuses cultures (dont fait partie le 

soja), le récepteur de PEP13 est encore inconnu (Brunner et al., 2002 ; Halim et al., 2004 ; 

Wang et al., 2018). L’effet éliciteur de ce peptide a été pour la première fois mis en évidence 

sur des cultures cellulaires de persil (Petroselinum crispum (Mill.) Fuss) à partir d'extraits de 

Phytophthora sojae Kaufm. & Gerd. (Parker et al., 1991). Ces travaux se sont inspirés de 

l’étude de Parker et al. en 1988 qui avaient mis en évidence l’activité élicitrice de fractions 

de la paroi de ce même oomycète sur le persil et le soja. PEP-13 a ensuite été étudié à 

plusieurs reprises sur le persil (Nürnberger et al., 1994 ; Diekmann et al., 1994 ; Jabs et al., 

1997 ; Zimmermann et al., 1997 ; Ligterink et al., 1997 ; Nennstiel et al., 1998 ; Brunner et 

al., 2002) et sur la pomme de terre (Solanum tuberosum (L.)) (Brunner et al., 2002 ; Halim et 

al., 2004 ; Wang et al., 2019).  

II-2-2 Les éliciteurs endogènes ou DAMPs 

Une caractéristique majeure des cellules végétales, est la présence d’une paroi cellulaire 

ou matrice extracellulaire végétale (Figure 3). Cette paroi est une composante essentielle de 

la défense des plantes puisque c'est la première structure rencontrée par les pathogènes. 

Elle est connue pour s’adapter aux différents stress biotiques (Plancot et al., 2013) ou 

abiotiques (Wang et al., 2018) auxquels la plante va être soumise. De plus, les fragments de 

polysaccharides pariétaux sont une source importante d’éliciteurs endogènes ou DAMPs. 
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La paroi est localisée autour de la cellule végétale et est composée de cellulose, d’hémicelluloses, de pectines 
et de glycoprotéines (ces dernières n’apparaissent pas sur le schéma). La synthèse des composants non 
cellulosiques est réalisée dans le système endomembranaire via notamment l’appareil de Golgi. Ils sont ensuite 
acheminés jusqu’à la paroi grâce à des vésicules de sécrétion. Seule la cellulose fait exception à ce mode de 
synthèse car celle-ci est polymérisée directement au niveau de la membrane plasmique grâce aux complexes 
de cellulose synthase. Schéma issu de l’étude de Cosgrove et al., 2005.    

 

II-2-2-1 Description de la paroi primaire des cellules végétales 

La paroi des cellules végétales est constituée de près de 90% de polysaccharides et de 

10% de protéines (glycoprotéines et protéoglycannes). A l’exception de la cellulose, les 

différents composés de la paroi (hémicelluloses, pectines et protéines) sont synthétisés et 

assemblés dans le système endomembranaire de sécrétion essentiellement au sein de 

l’appareil de Golgi. Les composés pariétaux sont ensuite acheminés jusqu’à l’extérieur de la 

cellule par un transport vésiculaire.  

  

Figure 3 : Schéma de la composition polysaccharidique de la paroi végétale 
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La cellulose (β(1,4)-D-glucane) est un polymère homogène de cellobiose (constituée de 

deux glucopyranoses liés par une liaison osidique β (1→4)) organisé en fibres (Figure 4) 

(Cosgrove, 2005 ; Lerouxel et al., 2006). Elle est synthétisée au niveau de la membrane de la 

cellule et libérée directement dans la paroi, grâce à des enzymes nommées CESA (Cellulose 

Synthases). Les complexes enzymatiques CESA forment des rosettes au niveau de la 

membrane plasmique (Figure 4). La cellulose peut être retrouvée sous deux formes : 

amorphe et cristalline. La cellulose cristalline est beaucoup plus souple que la forme 

amorphe. Un relâchement de la cellulose est possible grâce à des enzymes de remodelage 

de la paroi. De plus, des protéines non enzymatiques de la paroi, les expansines, 

faciliteraient la coupure des liaisons non covalentes entre les microfibrilles de cellulose et les 

composés hémicellulosiques (Cosgrove, 2000).  

La cellulose est synthétisée par un complexe protéique d’enzymes nommé CESA (Cellulose Synthases) 
organisées en rosettes dans la membrane plasmique. La fibre de cellulose est constituée de six microfibrilles, 
chacune constituée de six chaines de glucanes (β(1,4)-D-glucanes). Figure adaptée de l’étude de Lerouxel et al., 
2006 
 

  

Figure 4 : Synthèse et structure schématique de la cellulose  
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Les hémicelluloses sont des polymères ramifiés, avec une chaine principale composée de 

glucose, xylose ou mannose liés en β(1-4). Les hémicelluloses sont classées en plusieurs 

catégories en fonction de leur chaine principale. On parle alors de xyloglucanes, mannanes 

et xylanes (Figure 5). De plus, cette composition peut varier en fonction de l’espèce végétale 

ainsi que des tissus (Pauly et al., 2013). Les xyloglucanes sont composés d’une chaine 

principale de β(1-4) glucose substituée de chaines latérales de xyloses, galactoses et fucoses 

(Scheller et Ulskov, 2010). Les mannanes sont composées d’une chaine principale de 

mannoses liés en β(1-4) ou de glucoses et mannoses liés en β(1-4), on parle alors de 

glucomannanes. Cette chaine principale peut être ramifiée par des galactoses branchés en 

α(1-6). Les xylanes sont constitués d’une chaine principale de β(1-4) xylanes, pouvant être 

substituée d’arabinoses ou d’acides glucuroniques. On les appelle alors des arabinoxylanes ou 

des glucuronoarabinoxylanes (Scheller et Ulvskov, 2010).  

La structure des hémicelluloses varie en fonction de leur composition (nature de la chaine principale et des 
chaines latérales), de l’espèce végétale et du tissu concerné. Figure adaptée de l’étude de Pauly et al., 2013. 

 
 Les pectines sont des polymères chargés riches en acide galacturonique (GalA). La 

majorité des composés pectiques comportent une chaine principale de GalA liés en  (1-4) 

Figure 5 : Structure schématique des différentes hémicelluloses et présentation des enzymes 
impliquées dans leur synthèse  
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qui peut être méthylestérifiée ou O-acétylée. Lorsqu’il n’y a pas de ramification, il s’agit alors 

d’homogalacturonanes (Figure 6). Cette chaine principale peut être substituée de xyloses : 

on parle alors de xylogalacturonanes. On trouve ensuite les rhamnogalacturonanes de type 1 

(RG-I) dont la chaine principale est constituée d’acides galacturoniques et de rhamnoses 

(Figure 6). Le RG-I peut posséder des ramifications composées d’arabinanes, galactanes ou 

d’arabinogalactanes. Le rhamnogalacturonane de type 2 (RG-II) est le polysaccharide le plus 

complexe des pectines. En effet, sa chaine principale d’acide galacturonique peut être 

substituée par quatre chaines latérales différentes contenant un grand nombre de 

monosaccharides pouvant être liés entre eux par plusieurs types de liaisons (Figure 6). On 

retrouve des résidus osidiques rares tels que l’apiose ou le KDO (acide 2-keto-3deoxy-D-

manno-2octulosonique). Le RG-II peut se dimériser grâce à des liaisons diester de borate au 

niveau des résidus apiose, ce qui permet de renforcer la paroi (Dumont et al., 2014).  

Il existe quatre types de pectines : les homogalacturonanes, xylogalacturonanes, rhamnogalacturonanes de 
type 1 (RG-I) et rhamnogalacturonanes de type 2 (RG-II). Kdo = 3-Deoxy-D-manno-2-octulosonic acid; DHA = 3-
deoxy-D-lyxo-2-heptulosaric acid. Les homogalacturonanes et les RG-I sont les pectines les plus abondantes de 
la paroi. Figure issue de l’étude de Harholt et al., 2010. 

 
 Les protéines pariétales comprennent les protéines actives de la paroi telles que les 

expansines et les enzymes de remodelage ainsi que les protéines de structure. Les 

Hydroxyproline Rich Glycoproteins (HRGP) sont une famille de protéines majeure dans la 

structure pariétale. Ces protéines sont connues pour être impliquées dans la défense de la 

plante. Les HRGPs comprennent notamment les AGP (ArabinoGalactan Proteins) et les 

extensines. Les AGP sont des protéoglycannes composées d’un corps protéique riche en 

Figure 6 : Structure schématique des différents types de pectines  
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hydroxyproline permettant son O-glycosylation, et d’un corps glycannique représentant la 

majeure partie de cette molécule, et constitué principalement de galactose et d’arabinose. 

On retrouve aussi dans cette structure de l’acide glucuronique, du fucose et du rhamnose 

(Nguema-Ona et al., 2013 ; 2014). Les AGP possèdent souvent une ancre GPI 

(GlycosylPhosphatidyl Inositol) qui permet leur fixation à la membrane plasmique (Figure 7). 

La structure des AGP varie selon les espèces, mais celles-ci sont retrouvées en grand nombre 

dans tous les organes des plantes étudiées ainsi que dans les exsudats racinaires. Ces 

protéines jouent un rôle notamment dans l’embryogénèse, l’orientation de la croissance du 

tube pollinique, la croissance, la mort cellulaire programmée, la communication avec les 

microorganismes, et dans la protection de la plante contre les stress biotiques (Nguema-Ona 

et al., 2013 ; 2014).  

 

Les AGP sont des glycoprotéines de la famille des hydroxyproline rich glycoprotein (HRGP), possédant un corps 

protéique riche en hydroxyprolines et un corps glycannique riche en galactose et arabinose. Ces glycoprotéines 

sont ancrées à la paroi grâce à leur ancre GPI (GlycosylPhosphatidyl Inositol). PM = plasma membrane ; CW= 

cell wall. Figure issue de l’étude de Nguema-Ona et al., 2013.  

 

Parmi les HRGP, on retrouve aussi les extensines, qui sont des glycoprotéines constituées 

d’une partie hydrophile qui va être O-glycosylée, et d’une partie hydrophobe qui va 

permettre un cross-linking des extensines entre elles (Figure 8). Les extensines sont 

impliquées dans le développement embryonnaire, l’élongation cellulaire, la croissance des 

poils absorbants, la morphologie des cellules bordantes, la structuration de la paroi ainsi que 

Figure 7: Structure schématique des ArabinoGalactan Proteins  (AGP) 
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la défense de la racine contre les bioagresseurs (Nguema-Ona et al., 2014 ; Castilleux et al., 

2018).  

Les extensines sont composées d’un corps protéique sur lequel sont liés des résidus L-arabinose et D-galactose. 
Figure issue de l’étude de Showalter et Basu, 2016.  

 

II-2-2-2 Les DAMPs 

Ces différents composés de la paroi peuvent être modifiés par l’action d’enzymes, 

permettant l’assouplissement de la paroi ou sa rigidification. Cela permet notamment de 

mieux résister à l’attaque des pathogènes, rendant plus difficile la dégradation de la paroi 

par ceux-ci. La paroi végétale constitue donc un premier rempart de défense contre 

l’attaque des phytopathogènes. De plus, lors de l'attaque d’un bioagresseur, la paroi 

végétale est dégradée et libère des composants pariétaux (ou des fragments de ceux-ci) 

reconnus par la plante comme des DAMPs.  

Il existe donc différents DAMPs issus de la paroi végétale. Les oligogalacturonides (OG), 

issus des pectines de type homogalacturonanes (Ferrari et al., 2013 ; Yu et al., 2017), sont les 

éliciteurs endogènes les mieux caractérisés et les premiers identifiés en 1981 par Hahn et al., 

chez le soja. Ils sont reconnus par le récepteur WAK1 (Wall-Associated Kinase 1) (Azevedo 

Souza et al., 2017 ; Johnson et al., 2018 ; Hou et al., 2019). Parmi les DAMPs issus de la paroi 

végétale, on retrouve aussi les oligomères du xyloglucane (Claverie et al., 2018 ; Hou et al., 

2019), ou encore la cellobiose issue de la dégradation de la cellulose (Azevedo Souza et al., 

2017). 

Figure 8 : Structure schématique des extensines  
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La paroi n’est cependant pas la seule source de DAMPs chez la plante. On retrouve aussi 

des protéines ou peptides pouvant jouer ce rôle, comme par exemple : 

- les systemines, qui sont stockées dans la vacuole et libérées en cas de blessure 

(Abdul Malik et al., 2020),  

- le facteur RALF (Rapid Alcalinization Factor) qui est reconnu par le récepteur FER 

(FERONIA) (Stegmann et al., 2017 ; Hou et al., 2018), 

- les protéines de défense PR1 (Pathogenesis Related 1) dont la dégradation permet la 

libération de CAPE1 (Cationic Antimicrobial Peptide 1), un peptide de 11 acides aminés 

également considéré comme un DAMP (Hou et al., 2014 ; Hou et al., 2018),  

- GmPep914/890, qui est un peptide libéré chez le soja en cas de blessure (Yamaguchi 

et al., 2011 ; Hou et al., 2019). 

Les DAMPs en particulier et les éliciteurs en général peuvent être détectés par les cellules 

des tissus aériens, ou par les cellules du tissu racinaire en cas d’attaque par un pathogène du 

sol (comme par exemple les oomycètes du genre Phytophthora). La suite de ce chapitre sera 

consacrée au compartiment racinaire et à ses mécanismes de défense. 

 

II-3 Les mécanismes de défense racinaire 

II-3-1 Organisation d’une racine en croissance chez les plantes angiospermes eu-

dicotylédones 

II-3-1-1 Les différents territoires cellulaires 

Le système racinaire permet l’ancrage au sol et l’absorption de l’eau et des nutriments 

nécessaires au bon développement de la plante. Sur une racine en croissance, on distingue 

trois territoires qui se chevauchent :  

− la zone méristématique apicale (Figure 9, A), siège des divisions cellulaires, 

− la zone d’élongation (Figure 9, B), responsable en grande partie de la croissance de la 

racine, 

− la zone de différenciation (Figure 9, C) sur laquelle on retrouve des poils absorbants et le 

développement des racines secondaires. 
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A ces trois territoires s’ajoute la coiffe racinaire en position apicale qui est une 

structure protectrice du méristème sub-apical (Petricka et al., 2012). 

La racine en croissance est divisée en trois zones : (A) la zone méristématique (AM = Apical 
Meristem) comprenant les initiales méristématiques et leurs cellules dérivées ; (B) la zone d’élongation (EZ = 
Elongation Zone) ; et (C) la zone de différenciation (DZ = Differentiation Zone). Figure adaptée de l’étude de 
Overvoorde et al., 2010. 

 
Chacune de ces zones est composée de différents types cellulaires (Figure 9, Overvoorde 

et al., 2010). Dans la zone de différenciation, partie la plus mature de la racine, on retrouve 

des cellules de la stèle qui sont les plus centrales, entourées par les cellules du péricycle puis 

de l’endoderme et du cortex. Les cellules les plus extérieures sont les cellules du rhizoderme 

(Overvoorde et al., 2010) où des poils absorbants peuvent se développer. La zone 

d’élongation, également constituée des cellules de la stèle, du péricycle, de l’endoderme et 

du cortex, est dédiée à la maturation des cellules racinaires et notamment à l'élongation de 

la racine. Enfin, le RAM (Root Apical Meristem) ou méristème subapical de la racine est le 

Figure 9 : Les différents territoires cellulaires d’une racine en croissance d’Arabidopsis 
thaliana  
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siège des divisions cellulaires, à l’origine des tissus précédemment décrits et de la coiffe 

racinaire située à l’extrémité de la racine.  

II-3-1-2 Le méristème subapical de racine ou Root Apical Meristem (RAM) 

Le méristème sub-apical de racine ou Root Apical Meristem (RAM) est à l’origine des 

cellules qui composent tous les tissus racinaires y compris ceux de la coiffe. L’organisation 

cellulaire du RAM fermé d’A. thaliana (Figure 10) est largement décrite dans la littérature 

(Dolan et al., 1993 ; Van Den Berg et al., 1997 ; Benfey and Scheres, 2000 ; Scheres et al., 

2002 ; Rahni et al., 2016).  

 
On retrouve quatre types de cellules initiales qui sont à l’origine des différents tissus de la racine : les initiales 
de la stèle (rouge foncé), les initiales de la coiffe latérale et du rhizoderme (violet), les initiales centrales de la 
columelle (marron foncé) et les initiales du cortex et de l’endoderme (vert). Figure issue de l’étude de Rahni et 
Birnbaum, 2019. 

 
Le RAM est composé en son centre de cellules qui forment le centre quiescent (CQ), qui 

est lui-même entouré de cellules non différenciées nommées cellules initiales (Rahni et 

Birnbaum, 2019). Chez A. thaliana, il y a 4 types de cellules initiales : les initiales de la stèle 

formant le cylindre vasculaire, les initiales formant l’endoderme et le cortex, les initiales 

centrales formant la columelle et les initiales latérales formant les cellules latérales de la 

coiffe et le rhizoderme (Figure 10). Chaque type d'initiale va subir des divisions et générer sa 

descendance cellulaire (cellules dérivées) (Rahni et Birnbaum, 2019), formant ainsi des 

colonnes bien distinctes et organisées dans un RAM fermé (Hamamoto et al., 2006). 

Figure 10 :  Schéma montrant l’organisation du RAM fermé chez Arabidopsis thaliana  
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Lorsque les initiales et leur descendance ne sont pas organisées, il s’agit alors d’un RAM 

de type basique-ouvert que l’on retrouve par exemple chez le soja (Hamamoto et al., 2006). 

Une organisation intermédiaire : le RAM intermédiaire-ouvert, montre un certain niveau 

d'organisation pour les lignées du rhizoderme et de la coiffe latérale, mais l'identité des 

initiales n’est pas claire et spécifique. Ce type d'organisation est retrouvé par exemple chez 

le coton (Gossypium hirsutum L.) (Hamamoto et al., 2006).  

 

II-3-2 Des initiales de la coiffe aux cellules frontières 

II-3-2-1 La coiffe racinaire 

La coiffe racinaire est un ensemble de cellules régulièrement renouvelé. Elle est 

composée de 2 types cellulaires : les cellules latérales de coiffe et les cellules de la columelle. 

Comme décrit précédemment, ces 2 types cellulaires sont issus respectivement des cellules 

initiales latérales et des initiales centrales formant le méristème de coiffe (Arnaud et al., 

2010 ; Rahni et al., 2016). La coiffe racinaire a pour fonction première de protéger le RAM 

lors de sa croissance. Contrairement au reste de la racine, la taille de la coiffe racinaire est 

peu modifiée par les processus de prolifération et d’élongation cellulaires qui ont lieu dans le 

RAM et ces cellules dérivées. La coiffe libère dans la rhizosphère ses cellules les plus 

périphériques appelées cellules frontières ou AC-DC (root-Associated Cap-Derived Cells ; 

Driouich et al., 2013 ; 2019 ; Figure 11).   

Observation réalisée au microscope confocal avec une coloration au iodure de propidium. On observe ici la 
structure de l’apex avec ses différents types cellulaires mis en évidence (stèle, péricycle, endoderme, épiderme, 
cortex, centre quiescent (QC), cellules latérales de la coiffe, columelle et AC-DC de racine (root-Associated, cap-
derived cells). Barre d’échelle = 100 µm. Figure adaptée de l’étude de Arnaud et al., 2010.  

Figure 11 :  Structure de l’apex racinaire d’ Arabidopsis thaliana  
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Les cellules de la columelle ont la particularité d’accumuler des grains d’amidon 

(statolithes) dans leur cytoplasme (Arnaud et al., 2010). Ces cellules sont appelées 

statocytes, et sont capables, grâce à ces grains d’amidon, de percevoir la gravité et 

d’orienter la croissance racinaire. Ces cellules ainsi que les cellules latérales de la coiffe, vont 

progressivement maturer vers les extrémités de la coiffe, avant de s’en décrocher grâce à 

l’action d’enzymes modifiant et dégradant certains polysaccharides de la paroi. Ainsi les 

pectines de type homogalacturonanes sont dé-estérifiées par des pectines méthylestérases 

et dégradées par des polygalacturonases (Wen et al., 1999 ; Mravec et al., 2014 ; 2017), ce 

qui contribue à la libération des AC-DC (Figure 11). 

Deux types d’AC-DC ont été décrits dans la littérature : les AC-DC de type cellules 

bordantes (BC) (Hawes et al., 1998) qui se détachent individuellement de la coiffe racinaire, 

et les AC-DC de type apparenté aux cellules bordantes (BLC) (Vicré et al., 2005) qui se 

détachent de la coiffe tout en restant accrochées entre elles. 

II-3-2-2 Les cellules frontières ou root-Associated, Cap-Derived Cells (AC-DCs) 

A l’origine, les cellules frontières nommées sloughed peripheral root cap cells étaient 

considérées comme des cellules mortes détachées de l’apex racinaire. Il fallut attendre 

l’étude de Hawes et Pueppke en 1986 pour montrer qu'elles étaient métaboliquement 

actives. En 1998, Hawes et al., les ont nommés cellules bordantes (BC = border cells) et ont 

observé une accumulation de ces cellules en réponse à une infection du coton (Gossypium 

hirsutum (L.)) par les zoospores d'un oomycète pathogène (Pythium dissotocum Drechsler) 

ou à une modification de la teneur en CO2 de leur milieu de culture. Cette étude a ainsi 

montré que ces cellules sont vivantes, capables de réagir en fonction de leur environnement 

et semblent jouer un rôle dans la rhizosphère. Jusqu’en 2005, les différentes études 

réalisées sur l’apex d’A. thaliana (Brigham et al., 1995 ; Hawes et al., 2002) n’avaient pas 

permis l’observation de cellules bordantes sur cette plante. Vicré et al., en 2005 ont mis en 

évidence des cellules semblables aux BC, mais qui restaient associées à la racine en formant 

des filaments de cellules attachées entre elles. Celles-ci furent nommées « cellules 

apparentées aux cellules bordantes » (BLC = border-like cells). Jusqu'en 2011, il était admis 

que les plantes possédaient soit des BC, soit des BLC selon l’espèce. En 2011, une étude de 

Endo et al., a montré que la plante Acacia mangium Willd., possédait des BC mais aussi des 

BLC, indiquant qu’il pouvait y avoir plusieurs modes de détachement de ces cellules pour 
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une même plante. Cela a de nouveau été observé chez Glycine max (L.) Merr., par Ropitaux 

en 2018 et par Carreras et al., en 2020 chez Acacia tortilis subs. raddiana Savi et Tamarindus 

indica (L.). L’existence de différents morphotypes au sein de ces AC-DC a également été 

décrit. On distingue ainsi des AC-DC sphériques, intermédiaires ou allongées (Cannesan et 

al., 2011 ; Carreras et al., 2020 ; Ropitaux 2018 ; Figure 12). De plus, au sein d’un 

morphotype on peut retrouver quelques différences entre les formes de cellules : les cellules 

sphériques pouvant par exemple être soit rondes (Figure 12, b), soit légèrement incurvées 

(Figure 12, c), les intermédiaires pouvant être droites ou incurvées (Figure 12, d et e) et les 

cellules allongées pouvant être isolées ou organisées en feuillets (Figure 12, f et g). Enfin, ces 

morphotypes semblent avoir une localisation particulière au niveau des zones de la racine 

(Figure 12, h).  
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Histogramme représentant l’abondance de chaque morphotype en pourcentage (a) : on observe que les 
intermédiaires (d, e) semblent plus abondantes que les allongées (f, g) et sphériques (b, c). Afin de déterminer 
les morphotypes, un ratio longueur/largeur (R) a été calculé puis attribué à chaque morphotype (sphériques : 
1≤R<2 ; intermédiaires : 2≤ R<5,5 ; allongées : R≥5,5). Pour chaque morphotype, on retrouve des nuances, les 
sphériques pouvant être rondes (b) ou légèrement incurvées (c) ; les intermédiaires peuvent être droites (d) ou 
incurvées (e) ; les allongées peuvent être isolées (f) ou en feuillets (g). Chacun de ces morphotypes semble 
localisé spécifiquement au niveau de certaines zones de la racine (h), les sphériques au niveau de la coiffe 
racinaire (RC), les intermédiaires au niveau de la zone méristématique (MZ), et les allongées au niveau de la 
zone d’élongation (EZ) et la zone de différenciation (DZ). Figure issue de l’étude de Ropitaux, 2018. 

 
Cette hétérogénéité au sein des cellules frontières de la coiffe racinaire a conduit Driouich 

et al., en 2019, à donner un nom générique à cet ensemble de cellules : les AC-DC de racine 

(root-Associated, Cap-Derived Cells). 

Ces cellules, métaboliquement actives et dont la quantité augmente en réponse à une 

infection (Hawes et al., 1998), vont jouer un rôle dans l’immunité racinaire, en formant une 

zone bien particulière et spécifique à la racine : le RET (Root Extracellular Trap). 

  

Figure 12 : Les différents morphotypes des cellules frontières , leur localisation et leur 
abondance chez le soja (Glycine max (L.) Merr.)  
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II-3-3 Le RET et l'immunité racinaire 

II-3-3-1 Spécificité de l’immunité racinaire 

 La racine, de par sa localisation souterraine, est soumise à des stress biotiques ou 

abiotiques différents de la partie aérienne de la plante. Ces différences peuvent donc être à 

l’origine de spécificités dans la réponse de la racine notamment aux stress biotiques. Ces 

spécificités ont été discutées par Chuberre et al., en 2018. En effet, les mécanismes de 

défense mis en place au niveau des racines se distinguent de ceux décrits au niveau du 

système aérien et varient en fonction des tissus racinaires considérés. Les auteurs indiquent 

que les zones de différenciation, d’élongation et méristématiques ne semblent pas répondre 

de la même façon à une élicitation (Figure 13).  

La réponse globale de la racine (A) passe par la production de ROS (Reactive Oxygen Species), dépôts de callose, 
l’expression de gènes de défense ainsi que des modifications de la paroi. Contrairement aux parties aériennes, 
l’acide jasmonique et l’acide salicylique ne semblent pas avoir d’effet antagoniste dans la racine, de plus les 
marqueurs de défense habituellement utilisés pour la partie aérienne ne semblent pas adaptés à la racine (PR-
1 pour l’acide salicylique ; PDF1.2 pour l’acide jasmonique ; ACCO pour l’éthylène). Il existe des réponses 
spécifiques aux différentes zones de la racine (B) en fonction de l’éliciteur utilisé, indiquant une éventuelle 
différence de localisation des récepteurs capables de détecter ces éliciteurs. Figure issue de l’étude de 
Chuberre et al., 2018.  

Figure 13 :  Schéma de la réponse de défense de la racine d’ Arabidopsis thaliana et de ses 
variations en fonction des zones racinaires considérées 
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Millet et al., en 2010 ont par exemple observé que la chitine induisait la formation de 

dépôts de callose et l’expression de certains gènes de défense uniquement au niveau de la 

zone de différenciation (Figure 13, B). Une réponse similaire est observée au niveau de la 

zone d’élongation lorsque la racine est élicitée avec la flg22 ou avec des peptidoglycanes 

(Millet et al., 2010). En 2017, Poncini et al., ont montré que l’expression des gènes du 

facteur de transcription WRKY11 (nommés ainsi en raison de leurs peptides N-terminaux 

WRKYGQK) et de HEL (Hevein-like protein) semble se restreindre aux cellules périphériques 

de l’apex en réponse à une élicitation avec la flg22. On observe donc des réponses de 

défense différentes d’une zone racinaire à une autre. La réponse de défense d’une autre 

zone spécifique à la racine reste donc à discuter : celle du RET. 

II-3-3-2 Le piège extracellulaire de racine ou Root Extracellular Trap (RET) 

 
Les AC-DC, étroitement liées à un mucilage, forment le RET (Root Extracellular Trap) ou 

piège extracellulaire de racine. Ce modèle a été décrit pour la première fois en 2013 (Figure 

14) et discuté à nouveau en 2019 par Driouich et al (Figure 15), par analogie avec le NET 

(Neutrophil Extracellular Trap) retrouvé chez les mammifères. En effet, ces deux structures 

réagissent à la présence d’un pathogène, de PAMPs (partie II-2-1) ou de DAMPs (partie II-2-

2) (Brinkmann et Zychlinsky, 2012 ; Zawrotniak et Rapala-Kozik, 2013 ; Schauer et al., 2014 ; 

Boeltz et al., 2019 ; Driouich et al., 2019). Elles sont constituées de molécules similaires : 

protéines antimicrobiennes, peroxydases, ADN extracellulaire et histones (Figure 15, b ; 

Urban et al., 2009 ; Brinkmann et Zychlinsky, 2012 ; Wen et al., 2017 ; Driouich et al., 2019). 

Cependant, les spécificités du RET sont la présence de polysaccharides, de ROS et NO dans 

les sécrétions (Knee et al., 2001 ; Driouich et al., 2016 ; Galloway et al., 2017 ; Mravec et al., 

2017 ; Wang et al., 2017) ; ce type de molécules n’ayant pas été détectées dans le NET 

(Brinkmann et al., 2004 ; Halverson et al., 2015 ; Selders et al., 2017) (Figure 15, b). 
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Le RET est situé à l’apex racinaire, composé des AC-DC et de leurs sécrétions mucilagineuses. (A) RET du pois en 
contre-coloration à l’encre de chine en microscopie photonique. (B) RET d’Arabidopsis thaliana en microscopie 
photonique. (A, B) Le mucilage est délimité par les pointes de flèches blanches. (C) Modèle schématique du 
RET. Celui-ci peut avoir un effet négatif sur les microorganismes pathogènes (immobilisation, inhibition de la 
croissance, etc.) ou positif sur les microorganismes bénéfiques (attraction, piège). Barres d’échelle (A) et (B) : 
50 µm. Figure adaptée des études de Driouich et al., 2013 et 2019.  

  

Figure 14 : Visualisation microscopique et r eprésentation schématique du RET ( Root 
Extracellular Trap)  
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Schéma montrant l’activation du RET et du NET (A). PR = Pathogenesis Related. La formation du RET et du NET 
peut être stimulée par la reconnaissance d’un PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern) ou DAMP 
(Damage Associated Molecular Pattern). Le RET est aussi présent de façon constitutive (hors réponse 
immunitaire), mais en quantité moindre. Deux modes de formation du NET sont possibles : la formation non-
lytique (n’entraînant pas la mort cellulaire) et la formation lytique par mort cellulaire. En (B), un tableau 
montrant certaines différences ou similarités dans la composition du RET et du NET. Figure adaptée de l’étude 
de Driouich et al., 2019.  

Figure 15 : Comparaison du RET (Root Extracellular Trap ) et du NET (Neutrophil Extracellular 
Trap)  



INTRODUCTION GENERALE 
 

26 
 

Du fait de sa localisation dans le sol, la racine est en permanence confrontée à un grand 

nombre de microorganismes (Mendes et al., 2013) pouvant avoir une interaction avec celle-

ci, de nature bénéfique (exemple des PGPR : Plant Growth Promoting Rhizobacterias) ou 

pathogène pour la plante. Le RET joue un rôle important dans la réponse de la racine à ces 

interactions (Driouich et al., 2013 ; 2019), et donc dans la défense de la racine.  

 

II-3-3-3 L’implication du RET dans l’immunité racinaire 

La position à l’interface sol/apex racinaire du RET lui confère une importance majeure 

dans l’immunité racinaire. Cependant les fonctions exactes du RET dans la mise en place de 

mécanismes de défense commencent seulement à être explorées. En effet, les études de 

Plancot et al., en 2013 et Castilleux et al., en 2018 ont montré une réponse des AC-DC du 

RET à l’élicitation des racines d’Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, et de lin (Linum 

Usitatissimum (L.)) liée à la réorganisation des épitopes des extensines pariétales. Dans le 

cas de ces deux plantes, les extensines semblent donc jouer un rôle dans les mécanismes de 

défense du RET.  

Les AC-DC de racines sont généralement associées à un mucilage composé de 

polysaccharides, de métabolites secondaires, de protéines antimicrobiennes et d’ADN 

extracellulaire (Wen et al., 2007 ; Driouich et al., 2013 ; Driouich et al., 2019). Cet ensemble 

est produit par la racine et par les AC-DC. Les AC-DC seraient cependant les actrices 

majoritaires de la formation de ce mucilage (Wen et al., 2007). Le mucilage, constitué de 

composés de haut et de bas poids moléculaires, contient également des molécules exsudées 

par les racines et qui peuvent y être piégées. 

Les composés de bas poids moléculaires sont d’une taille inférieure à 1,5 kDa (Dixon, 

2001 ; Marouf et Reynaud, 2007). Il s’agit notamment de monomères ou de molécules 

faiblement polymérisées, comme par exemple des mono- ou oligosaccharides, des acides 

aminés ou oligopeptides, des fragments d'acides nucléiques, des acides organiques ou des 

métabolites spécialisés (Timotiwu et Sakurai, 2002 ; Bais et al., 2006 ; Ashiuchi et al., 2015 ; 

Barilli et al., 2015). Certains de ces composés sont connus pour avoir un rôle dans la défense. 

Parmi ceux-ci, on peut citer l'exemple de la pisatine qui est une phytoalexine produite par le 

pois en réponse à une inoculation par un oomycète Aphanomyces euteiches Drechsler 

(Cannesan et al., 2011). De plus, des composés tels que les acides aminés et 
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monosaccharides peuvent attirer les microorganismes par chimiotactisme (Bais et al., 2006), 

permettant d’attirer par exemple des bactéries bénéfiques PGPR, mais aussi les pathogènes 

(Cannesan et al., 2012).  

Les composés de hauts poids moléculaires sont les plus représentés au sein du RET. On y 

retrouve principalement des polysaccharides, des protéines pouvant être glycosylées et de 

l’ADN extracellulaire (Bais et al., 2006 ; Wen et al., 2009 ; Driouich et al., 2013).  

Les polysaccharides les plus retrouvés dans le mucilage sont notamment des pectines 

comme les homogalacturonanes ou les xylogalacturonanes chez Arabidopsis thaliana (L.) 

Heynh (Vicré et al., 2005 ; Driouich et al., 2013). En 2019, Ropitaux et al., ont montré la 

présence de xyloglucane et de cellulose formant un maillage qui relie les AC-DC de pois 

(Pisum sativum (L.)) entre elles. La présence d’hétéromananes, de xyloglucanes, de cellulose 

et de xylogalacturonanes a aussi été observée dans le mucilage du RET du Soja (Glycine max 

(L.) Merr.) (Ropitaux 2018). 

En 2007, Wen et al., ont montré qu’il y avait une sécrétion d’environ 1,25 µg de protéines 

solubles dans l’eau par racine de pois, répartis en plus de 100 protéines différentes. Parmi 

ces protéines on retrouve notamment des extensines, des endo-xyloglucane transférases, 

des invertases pariétales, des β-galactosidases, des cellulases, des α-mannosidases, des 

oligosaccharyl transferases et des histones H4 (Wen et al., 2007). Ces composés sont des 

acteurs de la synthèse et du métabolisme de la paroi, mais peuvent aussi jouer un rôle dans 

la défense de la plante. En effet, les histones H4 peuvent modifier les charges à la surface de 

la paroi des bactéries ; ce qui déstabilise les membranes et provoque leur lyse cellulaire 

(Brinkmann et Zychlinsky, 2012, Tran et al., 2016). En 2010, Ma et al., ont identifié 2848 

protéines dans le RET du maïs. Parmi ces protéines, 24,6% d’entre elles sont reconnues 

comme étant impliquées dans le métabolisme, 6,7% ont une fonction de liaison, et 4,8% 

sont impliquées dans la réponse aux maladies ou la défense de la plante (Ma et al., 2010). Il 

est à noter que 41,2% des protéines de ce protéome de RET de maïs n’étaient pas annotées. 

Des chitinases, impliquées dans la réponse de défense face aux champignons 

phytopathogènes ont aussi été retrouvées dans le mucilage du pois, d’Arabidopsis et du 

colza (Ma et al., 2010). En 2016, Weiller et al., ont montré la présence de défensines dans les 

sécrétions d’Heliophila coronopifolia (Burman), des protéines impliquées elles aussi dans la 

défense. Des AGP (partie II-2-2-1) ont aussi été retrouvées dans les exsudats racinaires 
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d’Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, de pois (Pisum sativum (L.)), de pomme de terre (Solanum 

tuberosum (L.)) (Cannesan et al., 2012 ; Driouich et al., 2013 ; Nguema-Ona et al., 2013 ; 

Koroney et al., 2016) et de plantes ligneuses sahéliennes (Careras et al. 2020). Un effet 

chimio-attractant des AGP du pois et du colza sur les zoospores d’Aphanomyces euteiches a 

été démontré par Cannesan et al., en 2012.  

Parmi ces composés de haut poids moléculaire, on retrouve aussi de l’ADN extracellulaire 

(ADNex) (Wen et al., 2009). 

 

II-3-3-4 L’ADN extracellulaire  

II-3-3-4-1 Chez les animaux et microorganismes 

 Chez les mammifères, le rôle des neutrophiles dans le système immunitaire est bien 

connu. En effet ceux-ci sont capables de migrer du sang vers les tissus infectés et vont 

pouvoir détecter, puis phagocyter et finalement éliminer les pathogènes (Brinkmann et al., 

2004 ; Papayanopoulos, 2018). Afin de détruire ces pathogènes, les neutrophiles vont 

produire un piège capable de les retenir : le NET (Neutrophil Extracellular Trap). En 2004, 

Brinkmann et al., ont montré la présence d’ADN extracellulaire (ADNex) dans ce NET en 

grande quantité formant des complexes avec des histones et des élastases. Ils ont mis en 

évidence que la production du NET n’était pas le résultat d’une simple apoptose, mais que 

celle-ci pouvait être une étape programmée avant la mort cellulaire des neutrophiles. Suite à 

cela, il a été montré que la formation du NET pouvait être réalisée de manière léthale (Figure 

16, A) ou non lytique (Figure 16, B) (Papayannopoulos, 2018 ; Galluzzi et al., 2018). La 

formation du NET est déclenchée par la détection d’un pathogène, c’est-à-dire l’activation 

d’un récepteur membranaire qui va reconnaitre des PAMPs et déclencher une cascade de 

mécanismes aboutissant à la formation du NET par NETosis lytique ou non-lytique (Yipp et 

al., 2012). En 2009, Yousefi et al., ont montré que l'ADNex du NET pouvait être d'origine 

mitochondrial, ce qui correspondrait également à une formation non-lytique du NET (Yousefi 

et al., 2009 ; 2019).  
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Le NET peut être formé de deux manières, la première appelée NETosis (A) commence par la perte de 
l’intégrité du noyau et de son enveloppe nucléaire, puis se poursuit par la dépolarisation de la cellule et la  
décondensation de l’ADN et se termine par la rupture de la membrane plasmique permettant de libérer le NET. 
La seconde voie de formation du NET est la non-lytique NETosis (B) qui consiste en l’expulsion de l’ADN et en 
une dégranulation où le neutrophile reste vivant et capable de phagocyter les microorganismes pathogènes 
malgré la perte de son noyau. Figure issue de Papayannopoulos, 2018.   

 
 Les neutrophiles ne sont cependant pas les seules cellules du système immunitaire des 

mammifères à pouvoir former des pièges extracellulaires (ETs : Extracellular Traps). Les 

monocytes (Webster et al., 2010), les mastocytes (von Köckritz-Blickwede et al., 2008), les 

macrophages (Aulik et al., 2012) et les polynucléaires éosinophiles (Simon et al., 2011 ; 

Dworski et al., 2011) sont aussi capables de former des ETs. Chez l'Homme, la présence 

d’ADNex peut résulter d’une inflammation, d’une allergie, d’une infection, de la coagulation 

ou encore d’une maladie auto-immune (Simon et al., 2013 ; Delgado-Rizo et al., 2017 ; Bont 

et al., 2018). Cet ADN peut donc être retrouvé dans le sang, la lymphe, la bile, le lait 

maternel, l’urine, la salive, le liquide amniotique, le liquide spinal, etc. (Thierry et al., 2016). 

La quantification de l’ADNex peut de plus être utilisé dans la détection des cancers. En effet, 

il a été montré que la quantité d’ADNex augmentait chez les patients atteints d’un cancer 

(Thierry et al., 2016 ; Elazezy et Joosse, 2018). De plus, l’analyse de séquences cibles de 

celui-ci peut aussi être utilisée pour le diagnostic de certaines maladies génétiques, comme 

par exemple le syndrome de Down (Palomaki et al., 2011) ou la trisomie 18 et 13 (Palomaki 

Figure 16 :  Représentation schématique de la for mation lytique ou non -lytique du NET 
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et al., 2012) chez le fœtus grâce au plasma maternel. L’ADNex peut aussi être à l’origine de 

certaines maladies ou complications, par exemple des thromboses, une septicémie ou des 

métastases (Papayannopoulos, 2018). 

 Les pièges extracellulaires ne sont pas présents uniquement chez les mammifères 

(Vargas et al., 2017). Ils sont aussi présents chez d'autres vertébrés tels que le crocodile 

(Kozlowski et al., 2016), le poisson (Palic et al., 2007), le poulet (Pieper et al., 2017) ou chez 

des invertébrés comme une amibe (Dictyostelium discoideum Rapper) et un ver de terre 

(Eisenia andrei Savigny) (Homa et al., 2015). On les retrouve aussi chez les microorganismes 

tels que les bactéries et les champignons (Allesen-Holm et al., 2006 ; Baum et al., 2009 ; 

Martins et al., 2010). 

Les bactéries peuvent former un biofilm afin d’adhérer à une surface. Un biofilm est une 

communauté structurée dans une matrice composée de polysaccharides, de protéines, et 

d’ADNex (Baum et al., 2009 ; Okshevsky et al., 2015). Cet ADNex semble permettre la 

structuration du biofilm car un traitement à la DNAse conduit à sa déstabilisation (Allesen-

Holm et al., 2006). De plus, il permet le transfert horizontal de gènes, la réparation de 

dommages de l’ADN, la résistance aux pathogènes et aux peptides anti-microbiens, la 

tolérance aux antibiotiques (Tetz et Tetz 2010) et peut être une source de nutriments pour la 

communauté bactérienne (Ibáñez de Aldecoa et al., 2017). 

L’ADNex est aussi présent chez d’autres microorganismes tels que les archées ou les 

champignons des genres Candida et Aspergillus où il semble également impliqué dans 

l'établissement et la stabilité du biofilm et la tolérance aux antifongiques (Martins et al., 

2010 ; Ibáñez de Aldecoa et al., 2017).  

L’ADNex est donc retrouvé chez un grand nombre d’organismes vivants, ce qui explique 

notamment sa présence dans les écosystèmes tels que le sol ou les environnements 

aquatiques (Ibáñez de Aldecoa et al., 2017 ; Pathan et al., 2020). Dans l’eau, l’ADNex fait 

partie de la matière organique dissoute (DOM : Dissolved Organic Matter) et est utilisé 

comme source de nutrition par les organismes aquatiques (Lennon, 2007). Dans le sol et les 

sédiments, cet ADN permet d’apporter 47% des besoins en phosphate, ainsi que 4% du 

carbone et 7% de l’azote nécessaires à la nutrition des microorganismes (Vuillemin et al., 
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2017). L’ADNex peut donc provenir de bactéries, d’archées, de virus, de champignons mais 

aussi d’eucaryotes tels que les plantes.    

II-3-3-4-2 Chez les plantes 

En 2009, Wen et al., ont mis en évidence la présence d’ADN extracellulaire (ADNex) au 

sein du mucilage du RET de pois (Pisum sativum L.) grâce à des sondes fluorescentes, SYTOX 

green et DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole). Ils ont ensuite récolté cet ADNex à raison de 

10 ng de 5 à 150 kb par racine, et procédé au premier séquençage après amplification de 

certaines séquences par clonage bactérien. L’identification des séquences obtenues a permis 

d’observer en majorité un alignement sur le génome du pois (P. sativum). De plus, la mise en 

contact de racines avec un nucléotide contenant du phosphate radioactif (32P) a conduit à la 

production ADNex marqué, sans augmentation du nombre de cellules mortes. Cette 

observation a permis à Wen et al., d’émettre l’hypothèse d’une synthèse et excrétion de 

l’ADNex par des cellules vivantes.  

Images réalisées en microscopie confocale à balayage laser (excitation à 490 et 568 nm). Le champignon N. 

haematococca est marqué à la GFP (green fluorescent protein) et apparait donc en vert ; la racine apparait en 

rouge par autofluorescence. Les observations sont réalisées après 36 heures d’inoculation. (A) infection en 

condition témoin, le champignon semble retenu à distance de l’apex. (B) Infection en présence d’une unité de 

DNase I, le champignon atteint l’apex racinaire et peut donc l’infecter plus facilement. Figure issue de Wen et 

al., 2009.  

Le rôle de l’ADNex dans la défense a été mis en évidence grâce à un test d’infection d’une 

racine de pois par le champignon phytopathogène Nectria haematococca Berk. & Broome 

(Figure 17) en présence ou non d'une endonucléase (DNAse I) et d'une exonucléase (BAL31). 

Ces tests ont abouti à une infection beaucoup plus importante de la racine lors du 

Figure 17 : Tests d’infections de racines de pois par N. haematococca en présence ou non de DNAse 
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traitement avec ces deux nucléases qu’en condition témoin (Figure 17). Ce résultat semble 

indiquer d’une part la présence d’ADN extracellulaire dans le RET, et d’autre part son 

implication dans la défense de la racine.   

En 2016, Tran et al., ont aussi pu observer l’ADNex du pois lors d’une infection par 

Ralstonia solanacearum (Figure 18, A). Ils ont mis en évidence la production d’ADNex par les 

AC-DC en réponse à cette infection, ainsi que la production de DNAses par le pathogène 

(Figure 18, B). Ce résultat souligne donc l’importance de l'ADNex dans la défense de la racine 

et le fait que la production de DNAses par les phytopathogènes pourrait être un élément 

important de leur virulence (Tran et al., 2016 ; Park et al., 2019).  

(A) Image de microscopie à fluorescence d’AC-DC de pois (flèche jaune) et d’ADNex (flèche blanche, coloré en 
vert au SYTOX green). (B) Image de microscopie électronique à balayage montrant des filaments d’ADNex 
(flèches blanches) piégeant des bactéries (flèche verte). L’ADNex semble ici provenir d’une AC-DC en cours de 
lyse cellulaire (flèche jaune). Figure issue de Tran et al., 2016. 

 
Tran et al. (2016) ont observé que des bactéries piégées dans le RET étaient davantage 

lysées que celles placées dans l’eau. De plus, l’action d’une DNAse ou d’anticorps anti 

histones H4 dans le RET permettait de rétablir le taux de survie de ces bactéries. L’ADNex et 

les histones H4 semblent donc jouer un rôle important dans la défense de la racine du pois 

contre R. solanacearum.  

 En 2017, Duran-Flores et Heil ont émis l’hypothèse que tout comme celui du NET, 

l’ADNex d’origine végétale pourrait être reconnu comme un DAMP par les cellules végétales 

et ainsi activer les défenses de la plante. Afin de vérifier cela, ils ont mis en contact des 

plantes de haricot (Phaseolus vulgaris (L.)) avec des fragments d’ADN génomique de cette 

même plante et de deux autres Fabacées (Phaseolus lunatus (L.) et Acacia famesiana (L.)). 

Figure 18 : Observations microscopiques de l’ADNex du pois lors d’une  infection par R. 
solanacearum 
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Seuls les fragments d’ADN de haricot ont permis d’activer efficacement i) la production de 

ROS dans les feuilles, ii) la voie des MAPK dans les cellules en suspension et les feuilles et iii) 

d'inhiber la croissance des racines. Ces résultats indiquent donc que la plante est capable de 

reconnaitre son propre ADN fragmenté et que celui-ci est bien capable d’activer les défenses 

immunitaires. Au contraire, l’ADN génomique d’une autre espèce du genre Phaseolus, P. 

lunatus (L.), ou celui d’Acacia famesiana (L.) n’ont pas ou très faiblement, induit l’activation 

de ces mécanismes de défense. La capacité des cellules végétales à reconnaitre l’ADN 

correspondant à leur propre génome impliquerait donc la présence d’un récepteur 

membranaire capable de détecter la présence de celui-ci. L’activation de ce récepteur (cGAS 

ou TLR9 chez les mammifères, toujours inconnu chez les plantes) induirait des variations de 

concentration en Ca2+ cytosolique et la production de ROS pouvant activer les défenses 

immunitaires de la plante (Figure 19, Gallucci et Maffei, 2017).  

La perception de l’ADNex par un récepteur induit des variations de Ca2+ cytosolique conduisant à la production 
de ROS (anions superoxydes et peroxyde d’hydrogène) et provoquent l’ouverture de canaux K+. Cette entrée 
d'ions K+ provoque la dépolarisation de la membrane. Ces phénomènes pourraient moduler l’expression de 
gènes de défense de la plante. Des DNAses pourraient être à l’origine de la fragmentation d’ADN qui serait 
reconnu comme DAMP. L’ADN mitochondrial pourrait lui aussi être impliqué dans ces mécanismes et 
constituer également l'une des sources de ce DAMP. Figure issue de Gallucci et Maffei, 2017. 

 
Afin de vérifier si l’ADNex est bien produit par des cellules vivantes du RET et non par la 

lyse cellulaire, Wen et al., (2017) ont observé des cellules frontières de pois ayant subi un 

traitement de congélation/décongélation ou de forte centrifugation. Aucune structure 

semblable à de l’ADNex n’a pu être détectée suite à ce traitement. Une seconde expérience 

Figure 19 : Mécanismes pouvant être impliqués dans la reconnaissance de l’ADN 
extracellulaire comme DAMP chez les cellules végétales  
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a montré un RET nouvellement formé, 30 minutes après retrait du RET par agitation dans 

l’eau, qui contenait des structures d’ADNex. Ces observations suggèrent donc que l’ADNex 

pourrait être libéré dans le RET par un mécanisme n’incluant pas uniquement la mort 

cellulaire.   

 L'ADNex du RET semble donc nécessaire à la défense de la plante et notamment de sa 

racine (Wen et al., 2009 ; Tran et al., 2016), tout comme celui du NET chez les mammifères 

(Brinkmann et Zychlinsky, 2012 ; Halverson et al., 2015). De plus, le RET semble pouvoir 

libérer de l’ADNex de manière non léthale (Wen et al., 2009 ; 2017), tout comme le NET, 

dont la formation peut être léthale ou non (Galluzzi et al., 2018). Si l’origine de l’ADNex du 

NET est maintenant bien décrite (Yousefi et al., 2009 ; Papayanopoulos, 2017), celle du RET 

ne l’est pas encore. 

Cependant, des études génomiques et microscopiques de l'ADNex ont été réalisées chez 

deux fabacées : le pois (Wen et al., 2009 ; Tran et al., 2016) et le soja (Ropitaux, 2018). Ces 

travaux ont permis de détecter la présence d’ADNex et d’indiquer que cet élément du RET 

pourrait être un acteur de la défense racinaire chez les Fabacées en général et chez le soja 

en particulier.  
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III. Le soja (Glycine max (L.) Merr.) 

Le soja cultivé (Glycine max (L.) Merr. 1917) est une plante de la famille des Fabacées 

(Figure 20). Elle établit préférentiellement une symbiose avec la bactérie Bradyrhizobium 

diazoefficiens (Delamuta et al., 2013) qui lui permet de fixer l’azote de l’air. Originaire d’Asie, 

elle est aujourd’hui cultivée dans le monde entier pour ses graines riches en protéines, 

glucides, lipides et vitamines (Schmutz et al., 2010 ; Shen et al., 2018 ; CIQUAL ANSES, 2020). 

Le soja cultivé ou Glycine max est une Fabacée dont les parties aériennes (feuilles, tiges et fruits) sont 
pubescentes. Ses feuilles sont trifoliées (A), ses fleurs sont des racèmes papillonacées de petite taille et 
localisés à la base des feuilles (B) et son fruit est une gousse pendante contenant des graines globuleuses (C) 
(Tison et Foucault, 2014). Sources des photos : A : booksofdante.wordpress.com ; B : pinterest.com ; et C : 
charakusa.com 

  

Figure 20 :  Dessin botanique, inflorescence et graines de soja (Glycine max  (L.) Merr.)  
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III-1 La culture du soja 

Les principaux pays producteurs de soja sont les Etats-Unis, le Brésil, l’Argentine et la 

Chine. En 2017, la production mondiale de soja atteignait 336 millions de tonnes, ce qui 

place le soja à la 6ème place des plantes les plus cultivées dans le monde (FAO STATS, 2020) 

(Figure 21).  

La canne à sucre (1,8 milliard de tonnes), le maïs (1,1 milliard de tonnes), le blé (0,77 milliard de tonnes), le riz 
(0,76 milliard de tonnes), la pomme de terre (0,38 milliard de tonnes), le soja (0,35 milliard de tonnes) et la 
betterave à sucre (0,30 milliard de tonnes) sont les 7 plantes les plus cultivées dans le monde. Figure issue de 
l’étude de la FAO STATS, 2019. 

 
Longtemps restée marginale, la culture du soja connaît une forte progression en France 

avec des surfaces qui ont quadruplé entre 2013 (42 000 ha) et 2018 (154 000 ha) pour une 

production qui atteint actuellement 400 000 tonnes (Terre-net, 2020). Même si les bassins 

historiques (Sud-Ouest et Bourgogne) restent prépondérants, l'aire de culture du soja 

s'étend, grâce à l'inscription récente de variétés précoces et très précoces (groupes de 

précocité 000, et 0000) qui permettent d’introduire cette culture à haut potentiel dans des 

régions agricoles du Nord et de l’Ouest de la France. Ainsi en Normandie, quelques essais de 

culture de soja ont été mis en place au cours des dernières années (Carré 2019, REUSSIR) et 

Figure 21 :  Les 7 plantes les plus cultivées dans le monde en 2017 (en tonnes)  
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cette culture fait désormais l'objet d'un intérêt régional grandissant via le financement 

d'appels à manifestation d'intérêt "Protéines végétales" par la Région Normandie. 

 

III-2 Les bioagresseurs et éliciteurs du soja 

III-2-1 Les bioagresseurs du soja 

La culture du soja doit faire face à l’attaque de plus de 200 bioagresseurs dont environ 35 

sont connus pour être économiquement importants (Wrather et al., 2010 ; Hartman et al., 

2015). Parmi ceux-ci, on retrouve des insectes (par exemple Spodoptera litura Fabricius, 

Melanagromyza sojae Zehnter, ou encore Myllocerus undecimpustulatus Faust (Gaur et 

Mogalapu 2018), des bactéries, des virus, des nématodes, des champignons, et des 

oomycètes (Hartman et al., 2015).  

Les maladies bactériennes notables sont dues par exemple à Pseudomonas syringae pv. 

glycinea Coerper Young, Dye & Wilkie, responsable de la brûlure bactérienne du soja qui 

provoque l’apparition de tâches jaunes à brun pâle sur les feuilles (Figure 22, B) (Zou et al., 

2005 ; Zabala et al., 2006).  

Certains virus peuvent aussi provoquer des pathologies chez le soja, comme par exemple 

le virus de la mosaïque du soja, qui provoque des tâches vert sombre et vert clair sur les 

jeunes feuilles, qui aboutissent à terme à une perte des feuilles (Figure 22, E).  

Les nématodes sont également de potentiels bioagresseurs de cette plante. On peut citer 

parmi ceux-ci :  

- Heterodera glycines Ichinohe, un nématode à kystes, qui provoque la maladie du nanisme 

jaune (Figure 22, D). Cette maladie est caractérisée par un retard de croissance et un 

jaunissement de la plante (Alkharouf et al., 2006 ; Kandoth et al., 2011), 

- Meloidogyne incognita Kofoid & White (Jardim et al., 2018) et Meloidogyne javanica 

Treub (Alekcevetch et al., 2019), sont deux nématodes à galles. 

Le soja est aussi sensible aux attaques fongiques. Parmi les champignons 

phytopathogènes notables, on peut citer : 

−  Septoria glycines Hemmi, qui cause la septoriose du soja et qui se caractérise par la 

formation de taches brunes sur les feuilles (Batzer et al., 2016), 
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− Sclerotinia sclerotiorum Lib. de Bary, qui provoque la pourriture de la tige du soja (Zhang 

et al., 2016), 

−  Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd., responsable de la rouille du soja qui forme des 

taches brunes sur les feuilles et provoque leur jaunissement (Figure 22, A) (Panthee et al., 

2009), 

−  Fusarium oxysporum f. sp. Glycines Armstr. & J.K. Armstr., provoquant la fusariose du 

soja (Figure 22, A) (Lanubile et al., 2015 ; Chang et al., 2019).  

Enfin, les oomycètes sont aussi de potentiels agresseurs du soja. On trouve par exemple : 

− Phytophthora sojae Kaufm. & Gerd qui est responsable de la pourriture racinaire du soja 

(Figure 22, C) et provoque à lui seul chaque année des pertes économiques pouvant aller 

jusqu’à deux milliards de dollars. Les symptômes de cette maladie sont le flétrissement, la 

verse et les lésions du collet et de la racine (Tyler, 2007), 

− Le genre Pythium spp qui est associé à la fonte des semis (Navi et al., 2019),  

− Peronospora manshurica (Naumov) Sydow qui est responsable du mildiou du soja et dont 

les symptômes sont reconnaissables par l’apparition de petites tâches jaunes sur les 

feuilles (Figure 22, C) (Dong et al., 2019). 

La grande variété des bioagresseurs du soja ainsi que les pertes engendrées par ceux-ci 

(95,48 milliards de dollars entre 1996 et 2016) (Bandara et al., 2020) soulignent la nécessité 

de s’intéresser aux interactions du soja avec ceux-ci mais aussi aux mécanismes de défense 

de cette plante afin de pouvoir développer de nouvelles méthodes de protection. 
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La rouille et la fusariose (A) sont provoquées par des champignons ; la brûlure bactérienne (B) est provoquée 
par une bactérie ; la pourriture racinaire et le mildiou (C) sont provoqués par un oomycète ; le nanisme jaune 
(D) par un nématode ; et la mosaïque (E) est provoquée par un virus. Les maladies sont le plus souvent 
reconnaissables à leurs symptômes, qui se traduisent par exemple par des tâches sur les feuilles (A, B, C : 
mildiou, E) pouvant être de différentes formes, tailles et couleurs, ou encore par un jaunissement de la plante 
(C et D), un retard de croissance (D), une pourriture des tissus (A et C), ou la verse des plantes (C).   

Figure 22 :  Exemples de symptômes de différentes maladies pouvant affecter le soja 
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III-2-2 La réponse de défense du soja   

Le soja étant une plante d'intérêt agronomique mondial, de nombreuses études ont été 

réalisées en présence de pathogènes afin de mieux comprendre les mécanismes de défense 

de celle-ci (Bonhoff et al., 1987 ; Zou et al., 2005 ; Alkharouf et al., 2006 ; Zabala et al., 2006 ; 

Klink et al., 2007 ; Panthee et al., 2009 ; Lanubile et al., 2015 ; Dong et al., 2018 ; Bai et al., 

2019 ; Ranjan et al., 2019). Ces études consistent à explorer les réponses du soja à 

l’application de différents stimuli (PAMPs, DAMPs et effecteurs). Ce type d’approche, de par 

ses réponses multifactorielles, ne permet pas toujours d’identifier précisément les acteurs 

responsables de l’activation des voies de défense de la plante. Ainsi, en plus de simplifier 

l'accès aux réponses de la plante et dans une optique de développement de produits de 

biocontrôle, il est intéressant d’étudier la réponse du soja aux éliciteurs.  

Parmi les études ayant porté sur la réponse de cette plante à un éliciteur, on peut citer 

celle de Parker et al., en 1988. Cette étude a mis en évidence la production de glycéollines 

en réponse à un extrait glycannique de la paroi de Phytophthora sojae Kaufm. & Gerd. La 

partie protéique de cet extrait n’avait pas induit la production de glycéollines. Après cette 

étude de 1988, l’effet de cette fraction protéique n’a plus été étudié sur le soja. Cette 

fraction, correspondant à l’éliciteur PEP-13, a été étudiée sur d’autres plantes telle que le 

persil, où il induit la production de phytoalexines (Parker et al., 1991).  

L’effet des β-glucanes de la paroi de Phytophthora sojae a de nouveau été étudié en 2003 

par Graham et al. Lors de cette étude, l’élicitation a été combinée avec une blessure des 

cotylédons. Les auteurs ont observé la transcription de gènes de protéines PR en réponse à 

la blessure et une expression plus importante en cas d'élicitation. Les PR-protéines les plus 

exprimées dans la totalité des cotylédons lors de cette expérience sont PR-2 

(endoglucanase), PR-4 (WIN-like protein) et PR-6 (Kunitz trypsin inhibitors). En 2007, 

Daxberger et al., ont de nouveau étudié l’effet des β-glucanes sur le soja, en s’intéressant 

cette fois à l’activation de la voie des MAP Kinases. L’élicitation permet bien d’activer la voie 

des MAPK et plus particulièrement des MAPKK-1, MAPK-3 et MAPK-6 du soja.  

En 2010, Pearce et al., ont montré que le peptide GmSubPep (issu du soja) permettait 

l’expression de gènes de défense codants pour des protéines telles que la chitinase, PDR12 

(salicylic acid-inducible ATP-binding cassette transporter), ou une chalcone synthase. Un 
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autre peptide issu également du soja, GmPEP914 permet la synthèse de phytoalexines chez 

cette plante (Yamaguchi et al., en 2011). 

En 2016, Pawlowski et al., ont testé l’effet de différents éliciteurs (benzothiadiazole, 

chitosan, phénylalanine et acide salicylique) sur la résistance du soja à plusieurs pathogènes 

(Macrophomina phaseolina Tassi Goid. ; Phytophthora sojae Kaufm. & Gerd. et Slerotinia 

sclerotinium Lib. de Bary). Lors de cette expérience, il a été observé une meilleure survie des 

plantes ayant été élicitées et infectées en laboratoire. Les essais en champs n’ont cependant 

pas montré de différences significatives entre ces conditions testées.  

Un dernier exemple d’étude de la réponse du soja à un éliciteur (issus encore du soja lui-

même) est celle de Lee et al., en 2018 où l’application des peptides GmPep1, GmPep2 et 

GmPep3 en condition d’infection par les nématodes M. incognita ou H. glycines a permis de 

protéger le soja. La transcription de gènes de réponse aux nématodes a été détectée lors de 

cette étude. De plus, GmPep1 semble induire la production de son précurseur 

(GmPROPEP1), une RBOHD (Respiratory Burst Oxidase protein D) ainsi qu’une PMEI (Pectin 

Methylesterase Inhibitor) ou encore l’accumulation de ROS (Reactive Oxygen Species). Les 

peptides GmPep2 et GmPep3 semblent aussi permettre l’accumulation de ROS ainsi que des 

RBOHD. 

Parmi ces exemples, différents types d’éliciteurs ont donc été testés sur le soja : des 

composés glycaniques (Parker et al., 1988 ; Graham et al., 2003), des peptides (Pearce et al., 

2010 ; Yamaguchi et al., 2011 ; Lee et al., 2018) et l’application directe de phytohormones 

(Pawlowski et al., 2016). Cependant, PEP-13, un éliciteur peptidique provenant d’un 

pathogène du soja (P. sojae) et bien étudié chez le persil ou encore la pomme de terre (cf. III-

2-1), a très peu été étudié sur le soja. 

Afin d’étudier au mieux la réponse de défense du soja, l’utilisation de techniques à haut 

débit comme le séquençage des ARN (RNAseq) ou encore l’étude du protéome 

(protéomique) en condition de stimulation immunitaire semblent être la plus adaptée. 

Cependant, afin de pouvoir utiliser ces techniques, un génome de référence et de bonnes 

connaissances de celui-ci sont nécessaires. 
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III-2-3 Informations sur le génome du soja et études « omiques » 

Les techniques de séquençage à haut débit se sont démocratisées depuis leurs premiers 

pas en 2000 avec le génome d’Arabidopsis thaliana (première plante dont le génome ait été 

entièrement séquencé). Le génome du soja (variété Williams 82) a fait l’objet d’un premier 

séquençage et d’une annotation en 2010 par Schmutz et al. D’autres séquençages ont 

depuis été menés en 2015 sur la variété Enrei (Shimomura et al., 2015) puis en 2018 sur les 

variétés Lee (consortium, pas de publication associée) et Zhonghuang 13 (Shen et al., 2018). 

Ces différents séquençages ont permis d’estimer la taille du génome du soja à environ 1 Gb 

pour 2n = 40 chromosomes (Doyle et al., 2003) (979,046 Mb pour la variété Williams 82 de 

Schmutz et al., contre 1017,57 Mb pour la variété Zhonghuang de Shen et al.,) et d’estimer 

le nombre de gènes codants des protéines à 46 430 (Schmutz et al., 2010), contre 27 029 

gènes codants pour Arabidopsis thaliana (Swarbreck et al., 2007). Un deuxième séquençage 

du génome et une nouvelle annotation de la variété Williams 82 ont été conduits en 2016 

(JGI Phytozome, 2020), portant le nombre de gènes à 59 847 et 88 647 transcrits dont 71 

219 protéines. Ces connaissances sur le génome du soja ainsi que son annotation 

permettent donc d’entreprendre des études de transcriptomique et de protéomique sur 

celui-ci. 

III-2-3-1 Les études transcriptomiques de la racine du soja 

Les nouvelles connaissances sur le génome du soja et ses transcrits ont conduit à un 

grand nombre d’études à haut débit de son transcriptome (Tableau 1). Dès 2010, plusieurs 

travaux portant sur les différents organes (Severin et al., 2010), les stress abiotiques (Ge et 

al.,2010 ; Song et al., 2016), ou biotiques (Libault et al., 2010 ; Lanubile et al., 2015 ; Kang et 

al., 2018 ; Chang et al., 2019) ont été réalisés.  

En 2010, Severin et al., présentent un atlas des gènes transcrits en fonction des différents 

organes de la plante (racines, nodules, fleurs, feuilles et graines à différents stades). Cette 

étude RNAseq a mis en évidence des profils transcriptionnels distincts mettant en avant des 

variations importantes du transcriptome en fonction des organes, des types tissulaires et 

cellulaires ou du stade de développement. Une étude en microarray de Haerizadeh et al., en 

2011 a aussi comparé différents territoires cellulaires, il s’agissait du méristème racinaire, 

comparé à un mélange de zones non-méristématiques (zones de différenciation de la racine, 

de la feuille et de la tige). Ils ont identifié 5012 gènes régulés positivement ainsi que 4136 
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gènes régulés négativement. Parmi les gènes les plus positivement régulés de la zone 

méristématique, sont retrouvés des gènes impliqués dans la défense et le métabolisme. Ces 

travaux ont donc montré une spécificité de cette zone racinaire par rapport aux tissus non 

méristématiques.  

Ge et al., (2010) identifient sur la racine du soja sauvage (Glycine soja (L.) Siebold & Zucc) 

des gènes dont l’expression est modulée par un stress alcalin grâce à une puce de microarray 

spécifique au soja (Affymetrix® Soybean GeneChip®). Ils ont notamment mis en évidence un 

début de réponse de la racine après 3 heures de traitement, avec un pic de l’expression 

différentielle des gènes après 6 heures de traitement. Par la suite, l’étude RNAseq de Song et 

al., en 2016 s’est portée sur la réponse des racines du soja au stress de déficit hydrique. Ils 

ont observé une expression différentielle de 6609 gènes, dont des gènes impliqués dans la 

réponse aux hormones végétales (auxine et éthylène), dans le métabolisme des 

glycomolécules ou molécules associées à la paroi (Xyloglucan 

endoTransglucosylase/Hydrolase (XTH), lignine, flavonoïdes...) et des facteurs de 

transcription permettant la régulation de la croissance racinaire. 

Libault et al., en 2010 examinent la réponse des poils absorbants à une inoculation par 

Bradyrhizobium japonicum Kirchner (bactérie symbiotique formant des nodules) et mettent 

en évidence grâce à une technique RNAseq Illumina l’expression différentielle de 1973 gènes 

de réponse à l’infection, dont des gènes homologues à NFR5 (récepteur kinase des facteurs 

Nod) ou NIN (facteur de transcription bZIP). En 2015, Lanubile et al., se sont intéressés à la 

réponse des racines du soja lors d’une infection par deux souches de Fusarium oxysporum 

Schltdl., l’une pathogène du soja et l’autre inoffensive. Les résultats montrent une réponse 

très marquée après 72 heures d’infection. De plus, la souche pathogène induit une réponse 

plus importante de la racine de soja que la souche non pathogène (un plus grand nombre de 

gènes fortement différentiellement exprimés), soulignant une différence de réponse des 

racines en fonction de la virulence du microorganisme les infectant.  

En 2018, Kang et al., analysent par RNAseq la réponse du soja à l’infection par le 

nématode Heterodera glycines Ichinohe, en présence ou non de Bacillus simplex Meyer & 

Gottheil, une bactérie PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Au niveau racinaire, 

6792 gènes sont communément exprimés en présence ou en absence de la bactérie 

bénéfique. Ces résultats ont été complétés par une analyse métabolomique et ont montré 
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que les plantes inoculées avec la bactérie bénéfique produisaient une plus grande quantité 

de métabolites nématicides. Cette expérience a donc permis d’observer un rôle de 

biocontrôle de la bactérie B. simplex sur le soja grâce au couplage des méthodes de 

transcriptomique et de métabolomique.   



INTRODUCTION GENERALE 
 

45 
 

  

Tableau 1 : Récapitulatif  des différentes études du transcriptome du soja 
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III-2-3-2 Les études protéomiques de la racine du soja 

La protéomique est également un outil d'intérêt pour analyser les réponses du soja aux 

stress biotiques et abiotiques (Tableau 2).  

Komatsu et al., en 2009 ont réalisé une étude explorant la réponse de plantules de soja à 

un excès d’eau en couplant analyses transcriptomique et protéomique par Nanospray LTQ XL 

Orbitrap MS. Un ralentissement important de la croissance racinaire lors du stress, ainsi 

qu’une augmentation de l’expression de gènes impliqués dans la synthèse de l’éthylène, la 

fermentation alcoolique, la défense contre les pathogènes et le relâchement de la paroi ont 

été observés. Une diminution de l’expression de gènes codants pour des inhibiteurs de 

protéases a également été mise en évidence.  

En 2010, Alam et al ont suivi la réponse protéomique des racines de soja lors d’un déficit 

hydrique. Le protéome des racines a été analysé en spectrométrie de masse MALDI-TOF. 

L’expression différentielle de protéines impliquées dans le métabolisme des glycomolécules 

et de l’azote, les modifications de la paroi, la transduction des signaux, la défense de la 

cellule ainsi que la tolérance à la sécheresse ont été mises en évidence. La même année, 

Sobhanian et al., ont étudié la réponse du soja face à un stress salin et ont observé, par 

spectrométrie de masse MALDI-TOF, la régulation positive ou négative de quatorze 

protéines sur les 235 détectées dans les racines. Parmi ces protéines, cinq régulées 

négativement correspondent à des protéines du métabolisme de la plante, et deux protéines 

régulées positivement correspondent à des protéines de défense. Les autres étant des 

protéines non identifiées. Ces résultats suggéraient donc une baisse du métabolisme au 

profit de la mise en place de défenses pour lutter contre le stress salin.  

D’autres études comme celles de Wan et al., en 2005 (utilisant un MALDI-TOF MS/MS) et 

de Bai et al., en 2019 (utilisant un ITRAQ LC-MS/MS), se sont portées respectivement sur la 

réponse du soja à une inoculation avec Bradyrhizobium japonicum ou Funneliformis mosseae 

Walker & Schüßler. F. mosseae est un champignon mycorhizien à arbuscules (AMF : 

Arbuscular Mycorrhizal Fungus) et B. japonicum, une bactérie symbiotique fixatrice d'azote. 

Les travaux de Bai et al., ont mis en évidence 131 protéines différentiellement exprimées 

dans la racine de soja lorsque la plante est inoculée avec le champignon. Parmi les protéines 

dont l’expression est régulée positivement, des protéines liées à la défense, à la croissance 

et au développement de la plante ont été identifiées. Les travaux de Wan et al., ont montré 
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l’induction de la synthèse de protéines de défense telles que des lipoxygénases, des 

agglutinines ou des lectines, mais aussi de nouvelles protéines qui n’avaient pas encore été 

décrites dans la réponse à la bactérie, telles qu’une phospholipase D ou une phénylalanine-

amonia lysase. De plus, dans cette étude, la comparaison de la réponse de la racine (sans 

poils absorbants) à celle des poils absorbants a montré des différences entre ces deux 

échantillons, portant sur la production d’une chitinase et d'une phosphoenolpyruvate 

carboxylase.  

Une autre étude du protéome de soja en MALDI-TOF MS/MS a comparé le protéome de 

l’apex racinaire à celui de la zone différenciée de la racine (Mathesius et al., 2011). 342 

protéines présentes à la fois dans l’apex racinaire et dans la zone différenciée ont été 

identifiées. Cependant les abondances de ces protéines différaient entre ces deux territoires 

racinaires. Il a donc été mis en évidence une différence de protéomes au sein des tissus de la 

racine. Ces résultats sont en accord avec ceux décrits par, Wan et al., en 2005, et Severin et 

al., en 2010.  

 

Les différents territoires cellulaires de la racine, et notamment ceux du soja, présentent 

donc des spécificités transcriptomiques et protéomiques se caractérisant par des réponses 

distinctes face à des stress biotiques et abiotiques (Wan et al., 2005 ; Mathesius et al., 2011 ; 

Severin et al., 2010 ; Libaut et al., 2010 ; Haerizadeh et al., 2011). Ces différences de réponse 

ont aussi été récemment mises en évidence dans une revue de Chuberre et al., en 2018 

grâce à plusieurs travaux menés sur la plante modèle : Arabidopsis thaliana. Parmi toutes 

ces études du transcriptome et du protéome ayant montré une différence entre les tissus ou 

types cellulaires, aucune n’a pour l’instant étudié le transcriptome ou le protéome des AC-

DC de racine par approches à haut débit.  
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Tableau 2 : Récapitulatif  des différentes études du protéome du soja  



INTRODUCTION GENERALE 
 

49 
 

IV. Problématique et objectifs 

Ce projet de thèse a été financé par la région Normandie via la Structure Fédérative de 

Recherche Normandie Végétal FED 4277 grâce à un RIN Doctorant 100% et au RIN Recherche 

EPURE (Enhancing Plant nUtRition and hEalth). Ce projet était porté par les laboratoires 

AGHYLE (UniLaSalle), UMR EVA (Université de Caen Normandie), LMSM et Glyco-MEV de 

l’Université de Rouen Normandie. Le projet EPURE comportait trois objectifs : (1) obtenir de 

meilleures connaissances des mécanismes de nutrition des plantes, (2) mieux comprendre 

les mécanismes de la défense racinaire et (3) le rôle des microorganismes dans la nutrition et 

la santé des plantes.  

Ce projet de thèse s'inscrivait dans l’objectif n°2 de ce programme : mieux comprendre et 

caractériser les mécanismes de défense racinaire. Pour cela nous nous sommes intéressés au 

RET et à deux de ses acteurs majeurs encore peu étudiés : les AC-DC (root-associated, cap-

derived cells) et l’ADN extracellulaire. Le modèle végétal principal choisi a été le soja pour 

son intérêt mondial et bientôt régional et en raison des études antérieures du RET de ce 

modèle réalisées au sein du laboratoire Glyco-MEV. Dans ce cadre, nous avions donc deux 

objectifs :  

I. L’étude transcriptomique et protéomique des AC-DC du RET du soja. En 

effet, de nombreuses études de transcriptomique et de protéomique ont été réalisées 

à partir de la racine ou des parties aériennes de cette plante, mais aucune n’a été 

réalisée sur les AC-DC, qui sont pourtant des cellules vivantes, métaboliquement 

actives et impliquées dans la défense des plantes. Une étude précédente au 

laboratoire GlycoMEV, réalisée par des approches d'imagerie a permis d’obtenir des 

données sur ces AC-DC et notamment sur la composition et l’organisation de leur 

paroi et du mucilage associé. Cette étude a aussi permis de mettre en évidence des 

interactions du RET avec des oomycètes du genre Aphanomyces et Phytophtora 

(Ropitaux 2018). D'autres études ont montré la réponse des AC-DC d'une autre 

Fabacée (le pois) à une élicitation par approche microscopique et l’observation de 

l’activation de gènes de défense par qRT-PCR (Cannesan et al., 2011 ; 2012 ; Plancot et 

al., 2013). Afin de poursuivre le travail engagé et de mieux comprendre le rôle des AC-
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DC dans la défense de la racine, nous avons choisi des méthodologies à haut débit de 

transcriptomique RNA-seq et de protéomique LC-Orbitrap.  

Pour cela, nous avons dû mettre au point des techniques permettant la récolte des 

AC-DC puis l’extraction de leurs ARN et protéines en quantité et qualité suffisantes 

pour ces analyses. Les résultats de ces travaux seront présentés dans le chapitre 1 des 

résultats.  

II. La caractérisation génomique de l’ADNex du RET du soja. L’ADNex a déjà été 

observé à de nombreuses reprises par imagerie chez le soja (Ropitaux 2018) et chez 

une autre Fabacée, le pois (Wen et al., 2007 ; Tran et al., 2017). L’ADNex a été 

séquencé pour la première fois en 2009 chez le pois (Wen et al., 2009). Cependant, les 

questions relatives à son origine, à la manière dont il est libéré, à l’effet de 

stimulations immunitaires sur sa production, ainsi qu’à son rôle dans le RET restent à 

élucider. Afin de répondre autant que possible à ces questions, nous avons dû mettre 

au point une technique de récolte stérile de l’ADNex, ainsi qu’une technique 

d’extraction permettant de le récupérer en quantité et qualité suffisantes, pour 

réaliser un séquençage haut débit DNA-seq de celui-ci. L’ensemble de ce travail sera 

présenté dans le chapitre 2 des résultats.  

Les résultats obtenus sur le modèle soja nous ont permis d'apporter des connaissances 

supplémentaires sur ces éléments du RET que sont les AC-DC. Ils nous ont permis de 

transposer les méthodologies développées en transcriptomique et protéomique à un 

autre modèle agronomique d'intérêt régional (le lin) afin d’évaluer si les résultats obtenus 

sont spécifiques à l'espèce ou s'ils peuvent être généralisés. Cette étude préliminaire en 

cours de finalisation est présentée en Annexe 1. 

Ces deux espèces (soja et lin) sont séquencées mais les approches "omiques" 

développées dans notre étude restent limitées lorsque les génomes, transcriptomes et 

annotations de référence ne sont pas optimums comme tel est le cas pour ces deux 

modèles agronomiques. Nous avons donc voulu compléter nos connaissances sur les AC-

DC en utilisant également une approche transcriptomique sur la plante modèle 

Arabidopsis thaliana en réalisant un gène atlas associé à une analyse méta-

transcriptomique. Ces données préliminaires en cours de finalisation sont présentées en 

Annexe 2.  
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Matériels et méthodes 
 

 

I. Matériel biologique et éliciteurs 

I-1 Stérilisation des graines 

I-2 Mise en culture des graines 

I-3 Récolte des AC-DC et de l’ADN extracellulaire (ADNex) 

II. Analyse transcriptomique des AC-DC et des racines 

II-1 Récolte et séquençage de l’ARN des AC-DC et des racines 

II-2 Analyse bio-informatique 

III. Protéomique des AC-DC et racines 

III-1 Extraction des protéines solubles des AC-DC et des racines 

III-2 Analysepar spectrométrie de masse 

III-3 Analyse bio-informatique 

IV. Analyse génomique de l’ADN extracellulaire (ADNex) 

IV-1 Purification et quantification de l’ADNex 

IV-2 Analyse qualité, préparation des librairies et séquençage 

IV-3 Analyse bio-informatique 
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Matériels et méthodes 
 

I. Matériel biologique et éliciteur 

Dans cette étude, la plante utilisée est le soja (Glycine Max (L.) Merr.) de la variété 

CASTETIS. Cette variété de soja était recommandée aux agriculteurs en 2010 par le réseau 

commun CTPS/CETIOM pour sa faible sensibilité à la verse et sa richesse en protéines, ce qui 

lui a valu d’être choisie pour les études précédentes réalisées au laboratoire Glyco-MEV. 

Dans un souci de continuité des analyses engagées précédemment sur le RET du soja, la 

variété CASTETIS a donc été conservée dans ce projet. Les graines ont été fournies par la 

coopérative agricole La Dauphinoise (Vienne, France).  

Afin de provoquer une réponse de défense des plantes de soja, celles-ci ont été mises en 

contact avec l’éliciteur PEP-13, peptide issu à l'origine des oomycètes du genre 

Phytophthora, dont certaines espèces sont connues pour être pathogènes du soja. Ce 

peptide a été synthétisé par le service de synthèse de peptides et criblage fonctionnel (SPCF) 

de la plateforme PRIMACEN (Université de Rouen Normandie, France). La séquence de ce 

peptide est la suivante : VWNQPVRGFKVYE, et sa pureté a été estimée à 99,9% par HPLC.  

I-1 Stérilisation des graines 

Les graines sont placées dans des pots à prélèvements ouverts disposés sous une cloche à 

vide elle-même placée sous une sorbonne (Figure 23, A). Un bécher contenant 100 mL de 

javel (hypochlorite de sodium à 9,6° de chlore actif) est déposé au centre de la cloche. 3 mL 

d’acide chlorhydrique fumant (ACS, Reag. ISO, Reag. Ph. Eur., fumant, ≥ 37 %) sont ensuite 

ajoutés très rapidement dans le bécher de javel et la cloche est aussitôt refermée pour 

conserver le gaz dichlore immédiatement formé. Les graines de soja sont ainsi incubées 

toute la nuit (environ 17 heures). Après incubation, la cloche est ouverte sous la sorbonne 

afin d’évacuer le gaz résiduel. Une seconde incubation d'environ 17 heures dans le dichlore 

est réalisée à nouveau selon la même procédure décrite précédemment. Une fois ce second 

temps d’incubation terminé, un maximum de gaz est évacué stérilement à l’aide d’une 

pompe munie d'un filtre à 0,2 µm sous la sorbonne pendant cinq minutes. La cloche est 

ouverte et les pots de graines sont refermés rapidement pour maintenir leur stérilité. Les 

graines sont ensuite conservées à 4°C en attendant leur utilisation.  
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I-2 Mise en culture des graines 

Sous une hotte à flux laminaire, les graines sont rincées avec de l’eau pure stérile et mises 

à imbiber dans de l’eau pure stérile environ 17 heures à l’obscurité. Après imbibition, dix 

graines sont déposées stérilement par boîte de Pétri carrée (120 mm), contenant un disque 

de papier Whatman (diamètre 11 cm, grade 91, GE Healthcare) imbibé avec 4,75 mL de 

milieu ½ MS (Duchefa Biochemie) liquide stérile à pH 5,7 +/- PEP-13 à 2 µg/mL (soit 1,233 

µmol/L). Les boites sont ensuite scellées avec du film alimentaire et placées cinq jours dans 

une enceinte de culture à 26°C avec une photopériode de 18h jour et 6h nuit, 80-90% RH 

(Figure 23, B et C).  

A : Cloche à vide permettant la stérilisation des graines dans le gaz dichlore ; B : Enceinte de culture contenant 
des boites de graines de soja, les boites sont scellées et empilées avec du film alimentaire ; C : Schéma du 
système de mise en germination des graines de soja en boite de Pétri.   

Figure 23: Systèmes de stérilisation et de mise en germination des graines de soja  
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I-3 Récolte des AC-DC et de l' ADN extracellulaire (ADNex)   

Sous une hotte à flux laminaire, dans une plaque 24 puits stérile (Nunclon™ Delta Surface, 

Thermo Fischer Scientific), 400 µL d’eau exempte de nucléases (Water, Sterile Nuclease-free, 

TFS Fisher BioReagents) sont déposés dans chaque puit. Cinq racines sont prélevées 

stérilement à l’aide d’une pince et d’un scalpel et déposées dans chaque puit (Figure 24). 

Entre chaque boîte, les outils de prélèvement (pince et scalpel) sont stérilisés 10 secondes 

dans un stérilisateur à billes chauffé à 250°C (Steri 250, Keller). Lorsque la plaque est 

remplie, les racines sont agitées avec une pince afin de décrocher leur RET, et cinq racines 

sont à nouveau placées puis agitées dans chaque puit. Au total, chaque puit contient donc le 

RET de dix plantes. Les racines sont gardées dans un pot à prélèvement et conservées dans 

un congélateur de laboratoire à - 80°C.  

Les racines sont déposées dans les puits et agitées afin d’en décrocher le RET. Au total, chaque puit contient 
donc le RET de dix plantes.   

 
Un aliquot de chaque puit est prélevé à l’aide d’une anse stérile à usage unique et étalé 

sur du milieu LB solide (1,5% d’agar bactériologique, European bacteriological agar, Conda 

SA) coulé dans deux autres plaques 24 puits afin de tester la stérilité des RET récoltés. Ces 

plaques de LB sont ensuite incubées 48 heures, l’une à 37°C et l’autre à 26°C (Figure 25).  

Figure 24 :  Système de récolte du RET de soja en puits  
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Un aliquot de chaque échantillon (n°1 à 24) est prélevé à l’aide d’une anse stérile, deux dépôts sur milieu LB 
sont réalisés, le premier (a) sur une plaque qui sera stockée 48h à 26°C, et le second (b) sur une plaque qui sera 
stockée 48h à 37°C. 

 

Le contenu des puits de RET est ensuite transféré dans un microtube 1,5 mL (FlipTube, 

GEMÜ GmbH) et centrifugé 10 min à 3000 g afin de culoter les AC-DC. Le surnageant est 

prélevé et déposé dans un nouveau tube 1,5 mL, celui-ci contient l’ADNex. Les tubes 

contenant les culots d’AC-DC sont conservés dans un congélateur de laboratoire à - 80°C. Les 

tubes de surnageant sont incubés 10 minutes à 100°C afin de dénaturer les protéines et les 

enzymes susceptibles de dégrader l’ADN des échantillons. Ceux-ci sont conservés à -80°C. Au 

bout de 48 heures, les tubes sont triés selon le résultat des tests de stérilité réalisés 

précédemment. Ceux qui présentent une contamination sont éliminés, les autres sont 

conservés pour la suite des analyses.  

Les surnageants contenant l'ADNex sont traités à la protéinase K (Qiagen). Pour cela 20 

µL de solution sont ajoutés dans chaque tube et ceux-ci sont incubés 30 minutes à 60°C. 

Suite à cela, les tubes correspondant à une même récolte et une même condition sont 

Figure 25 :  Tests de stérilité des échantillons de RET  du soja 
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regroupés entre eux et concentrés au speedvac afin d’obtenir un volume final minimum 

dans un seul tube.  

II. Analyse transcriptomique des AC-DC et des racines 

II-1 Récolte et séquençage de l’ARN des AC-DC et des racines 

Les AC-DC et les racines sont récupérés et conservés dans le tampon de lyse du kit 

RNA/DNA Purification kit (Norgen) et broyées à l’azote liquide. Les ARN totaux des 

échantillons sont ensuite extraits selon les recommendations du constructeur de ce kit. Les 

ARN sont ensuite re-purifiés avec un kit à billes RNAclean XP (Agencourt, Beckman). La 

qualité des ARN est vérifiée par un bioanalyzer 2100 Agilent, puis les ARNs sont quantifiés 

par fluorescence avec le kit QuantiFluor® RNA system (Promega) (Tableau 3). Douze banques 

d’ARN messagers sont ensuite réalisées à partir de 5 ng d’ARN total à l’aide du kit NEBNext® 

Single Cell/Low input RNA Library Prep kit for Illumina (NEB).   

 

  

Tableau 3 : Analyse de la concentration et de la qualité des 12 échantillons d’ARN totaux  des 
racines et des AC-DC du soja  

Six échantillons d’AC-DC et de racines ont été préparés. Pour ces deux zones, on retrouve trois réplicats en 
condition témoin ou non élicité (NE) et trois réplicats en condition élicité avec PEP-13 (E). 
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La qualité des banques a ensuite été vérifiée sur un bioanalyzer 2100 Agilent, puis par 

qPCR. Les douze banques ont été regroupées en un pool qui est déposé sur une flow cell 

High Output v2. Les clusters sont alors amplifiés et séquencés dans un appareil Illumina 

NextSeq500 en single reads de 75 paires de bases. Ces récoltes, extractions et séquençages 

ont été réalisés sur la plate-forme ProfileXpert de l'Université de Lyon 1. 

 

II-2 Analyse bio-informatique 

Figure 26 : Schéma du workflow  utilisé pour l’analyse bio -informatique des données de 
RNAseq de racines et d'AC-DC du soja 

Les différents outils de l'interface d'analyse Galaxy (https://usegalaxy.org/) utilisés pour cette analyse sont 
FastQ V0.72, MultiQC V1.7, Trimmomatic V0.32.3, Hisat2 V2.1.0, HTSeq-Count V0.9.1 et EdgeR V3.24.1. Les 
étapes représentées en orange correspondent à des étapes de contrôle qualité, en bleu le nettoyage des 
séquences, en vert l’alignement et en gris clair le comptage, et l’analyse différencielle en gris fonçé. E : Elicité ; 
NE : Non élicité 

 
Les fichiers FastQ fournis pour la plateforme ProfileXpert ont été téléchargés sur 

l'interface d'analyse Galaxy (Figure 26). Ces fichiers FastQ ont ensuite été nettoyés 

(suppression des reads de faible qualité) à l’aide de Trimmomatic V0.36.6 (Bolger et al., 

2014) avec les options Illuminaclip afin de couper les séquences d’adaptateurs Illumina et 

Slidingwindow pour enlever les bases dont le séquençage est de mauvaise qualité (Inférieur 

à un score Phred de 20). Une vérification de la qualité du séquençage a ensuite été réalisée 

avec FastQC (V0.72) puis MultiQC (V1.7) (Ewels et al., 2016) (Figures 27 et 28).   
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On observe ici le score phred moyen des bases séquencées. Un score phred de 30 correspond à une précision 
de 99,9% et est considéré comme un seuil à partir duquel le séquençage des bases est de très bonne qualité. Le 
score maximal est 40, soit une précision de 99,99%. Ici, on observe donc que le séquençage est de très bonne 
qualité pour tous les reads. 

 

On observe ici le pourcentage de bases N (non déterminées) en fonction de la position sur le read. Pour ces 
échantillons, une valeur très proche ou égale à 0% a été obtenue pour toutes les positions. 

 
  

Figure 28 :  Pourcentage de bases N par cycle  

Figure 27 :  Score de qualité des bases séquencées  
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Les reads ont ensuite été alignés sur le génome du soja (Gmax Wm82 a4 v1, Phytozome 

V13) grâce à Hisat2 V2.1.0 (Kim et al., 2015). Le comptage des gènes est réalisé avec HTSeq-

Count V0.9.1 (Anders et al., 2015) avec le fichier d’annotation (Gmax Wm82 a4 v1, 

Phytozome V13). Les fichiers de comptage ainsi obtenus ont permis de réaliser une analyse 

de l’expression différentielle des gènes avec EdgeR V3.24.1 (Robinson et al., 2010) entre les 

conditions élicitée avec PEP-13 (E) vs non élicitée (NE) et AC-DC vs racines. 

L’analyse de l’expression différentielle des gènes ayant permis d’obtenir pour chaque 

gène un FC (fold change) et une p-value pour chaque comparaison (E vs NE et AC-DC vs 

Racines), des volcanoplots ont été réalisés sur Excel afin de trier les gènes (Figure 29). Seuls 

ceux possédant un FC supérieur à 1,5 et une p-value inférieure à 0,05 ont été conservés. Ces 

listes de gènes ont ensuite été comparées grâce à Jvenn (Bardou et al., 2014), WEGO 2.0 

(wego genomics) et KEGG mapper (kegg.jp) (Figure 29). Suite à cela, les listes ont été 

analysées par PANTHER (pantherdb.org) avec un test d’overrepresentation des GO (Gene 

Ontologies) correspondant à des processus biologiques (test de Fisher et calcul du false 

discovery rate). Enfin, les identifiants des gènes des listes ont été convertis grâce à UNIPROT 

(uniprot.org) et la fonction retrieve ID/mapping et l’option de sortie cross-ref STRING. Cette 

conversion a permis d’analyser les listes grâce à Mapman (Thimm et al., 2004) avec leurs 

identifiants et leurs FC entre les conditions élicitée ou non élicitée. Pour cela, une trame 

overview a été créée afin d’obtenir des figures personnalisées correspondant aux catégories 

de bins d’intérêt. Le logiciel Mapman utilisant sa propre annotation des gènes, des bins, 

correspondant à des genes onthologies (GO), ont été automatiquement attribués à chacun 

des gènes et ceux-ci ont été classés en fonctions de leurs bins. 

Enfin, afin d’identifier un récepteur putatif de PEP-13 (Figure 29), les listes de protéines 

sur-exprimées en présence de PEP-13 dans les AC-DC et dans les racines (FC supérieur ou 

égal à 1,5 et p-value inférieure à 0,05) ont été triées afin de conserver les protéines non 

annotées et celles annotées comme récepteurs dans la base de données UNIPROT. Ce tri a 

permis d’obtenir 99 protéines chez les racines et 175 protéines chez les AC-DC. Ces deux 

listes ont été analysées avec DRAGO2 (PRGdb.org) afin de détecter les éventuels domaines 

récepteurs de ces protéines. Pour finir, une modélisation de la structure 3D d’un récepteur 

potentiel a été réalisée grâce à I-TASSER (Yang et al., 2015). 
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L’analyse différentielle avec EdgeR a permis d’obtenir un fold change (FC) et une p-value pour chacun des 
gènes détectés lors du séquençage ARN. Des volcanoplots ont ensuite été réalisés avec Excel afin de trier les 
gènes en fonction de leur FC (supérieur ou égal à 1,5) et de leur p-value (inférieure ou égale à 0,05). Les listes 
de gènes obtenues pour les AC-DC et pour les racines ont ensuite été comparées avec JVenn (encadré rose) et 
annotées avec Uniprot afin d’obtenir l’identifiant correspondant à la banque de donnée de Mapman (encadré 
bleu), la recherche du récepteur (encadré violet) ou encore les GO (gene ontologies) nécessaires à l’analyse 
WEGO 2.0 (encadré orange). Les séquences des transcrits (au format FASTA) ont été utilisées comme entrée 
dans KEGG Maper puis BlastKOALA (encadré orange) ainsi que pour DRAGO2 puis I-TASSER (encadré violet).  

 

III. Protéomique des AC-DC et racines 

III-1 Extraction des protéines solubles des AC-DC et des racines 

Les tubes contenant les AC-DC sont regroupés de façon à obtenir 540 plantes par 

réplicat, et repris dans du tampon d’extraction (urée 7M, thiourée 2M, 0,5% ampholytes pH 

4-6,5, TBP 2 mM, 20mM DTT, 2% Chaps, 0,5% C7Bz0). Les racines sont broyées à l’azote 

liquide à l’aide d’un pilon et d’un mortier, puis remises en solution dans le tampon 

d’extraction et de nouveau broyées à l’aide d’un broyeur (Homogenizer 150, Fisherbrand). 

Les étapes d'extraction des protéines et d'analyse par spectrométrie de masse sont ensuite 

réalisées sur la plate-forme PISSARO de l’Université de Rouen Normandie. 

Les échantillons sont ensuite soniqués pendant 20 minutes (pulses de 3 secondes, 

intensité 24%, Sonificateur Microprocesseur 750W, Sonics Materials) puis centrifugés à 1000 

g pendant 30 minutes.  

Figure 29 : Schéma du workflow  utilisé pour l’analyse bio -informatique des gènes 
différentiellement exprimés chez les AC -DC et les racines en condition élicitée ou témoin  
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Afin de déterminer la quantité de protéines extraites (Figure 30, a), un dosage de 

Bradford est réalisé sur deux dilutions de l’échantillon : l’une à 1/10 et l’autre à 1/50. 20µL 

de chaque échantillon sont ensuite mélangés avec 1 mL de réactif de Bradford (Protein 

Assay®, Bio-Rad). Les échantillons sont alors incubés 30 minutes à l’obscurité puis leur 

absorbance est mesurée à 595 nm à l’aide d’un spectrophotomètre. La concentration en 

protéines est ensuite calculée en comparant les absorbances obtenues avec celles d’une 

gamme de concentrations de BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich). Une vérification 

de ce dosage est réalisée en faisant migrer les échantillons sur un gel SDS-PAGE à 12 % 

d’acrylamide, coloré au nitrate d’argent (Figure 30, b). 

Pour chaque échantillon un numéro est attribué dans la colonne « échantillon », celui-ci correspond au numéro 
de piste sur le gel SDS-PAGE. 

 
30 µg de protéines sont ensuite déposés sur un gel SDS-PAGE à 7 % d’acrylamide 

(Acrylamide 9,3 mL ; Tris pH 6,8 5 mL ; eau pure 25,05 mL) afin de les concentrer. La 

migration est réalisée pendant 45 min à 10 mA puis 2 heures à 20 mA. Le gel est ensuite 

coloré 30 secondes dans une solution de bleu de Coomassie (acide acétique 10 mL ; éthanol 

Figure 30 : Résultats du dosage protéique (a) et gels SDS -PAGE (b) pour les AC-DC (root 
Associated Cap-Derived Cells) et pour les racines de soja  



MATERIEL ET METHODES 
 

62 
 

50 mL ; eau pure 40 mL ; bleu de Coomassie 0,5 g) puis décolorés à l’aide d’une solution de 

décoloration (acide acétique 10 mL ; éthanol 50 mL ; eau pure 40 mL) jusqu’à observation 

d’une bande contenant les protéines d’intérêt. Les bandes sont excisées à l’aide d’un scalpel, 

puis lavées trois fois dans 80 µL d’eau pure sous agitation pendant 10 minutes. Elles sont 

ensuite incubées deux fois dans des bains successifs de DTT (dithiothréitol 7,7 mg ; eau pure 

10 mL) puis de iodoacétamide (18,5 mg ; eau pure 10 mL). Les fragments de gels sont 

conditionnés dans une solution de tampon carbonate/acétonitrile (V/V) suivi d’un bain 

d’acétonitrile. Les protéines sont digérées dans une solution trypsique à 10 µg/mL dans du 

tampon carbonate pendant 3 heures sous agitation à 37°C. Les peptides sont ensuite 

récupérés après différents bains d’eau pure, TFA 1% et d’acétonitrile. Les solutions finales 

sont enfin séchées au speedvac pendant 4 heures. Les échantillons sont repris dans une 

solution d’acide formique (Formic acid, FA) à 0,1 %. 

Les échantillons ont été analysés grâce à un spectromètre de masse LTQ Orbitrap Elite 

(Thermo Scientific) équipé d'une source nano-ESI et couplé à une chaine chromatographique 

nano-débit (Easy-nLC II, Thermo Scientific). Pour ces analyses, 1 µL de l'échantillon a été 

chargé sur la colonne d'enrichissement (Cap Trap C8, 0,5 x 2 mm, Michrom bioressources) à 

une pression de 200 bars dans 0,1 % FA. La séparation a été effectuée sur une colonne en 

phase inverse (C18, L 153 mm, ID 5 µm, 100 Å, Nikkyo Technos). Le gradient, d’un débit de 

300 nL/min, est assuré comme suit : de 2 à 40% de tampon B (CH3CN/0,1 % AF) en 105 min, 

de 40 à 80 % de B en 4 min et 80 % de B pendant 15 min (tampon A : H2O/0,1 % AF).  

III-2 Analyse par spectrométrie de masse  

Le spectromètre de masse est utilisé en mode positif avec une tension de capillaire fixée 

à environ 1,5 kV et une température de la source fixée à 200°C. Les échantillons ont été 

analysés par fragmentation CID à l’aide d’une méthode référencée « Top20 ». Le balayage 

MS initial est enregistré dans l’analyseur Orbitrap avec une résolution de 60000 sur une 

gamme de masse m/z 400-2000. Les ions mono-chargés n’ont pas été sélectionnés et le seuil 

de signal d’intensité pour la sélection du précurseur est fixé à 500. Lors de ces cycles 

d’analyses, les 20 ions précurseurs les plus intenses ont été sélectionnés pour l’étape de 

MS/MS. Les peptides cibles déjà sélectionnés pour la MS/MS ont été exclus de manière 

dynamique pendant 30 secondes. La fragmentation a été réalisée dans l'analyseur trape 

ionique linéaire avec une énergie de collision normalisée de 35 %. Dans l'analyseur Orbitrap, 
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toutes les mesures ont été réalisées après calibration interne à l’aide du pic de m/z à 

445,12002 correspondant à un polydiméthylcyclosiloxane (lock mass). 

III-3 Analyse bio-informatique 

Les fichiers de données brutes ont été traités à l'aide du logiciel Proteome Discoverer 

(Thermo Scientific ; version 1.3) sur la plateforme PISSARO (Université de Rouen 

Normandie). Les peptides ont été identifiés grâce à l’intégration du moteur de recherche 

Mascot (Matrix Science ; version 2.2) utilisé contre la base de données protéiques UNIPROT 

Glycine max. Les paramètres suivants ont été utilisés : un clivage manquant et les 

modifications variables concernant la carbamidométhylation (Cys) et l’oxydation (Met). La 

tolérance de masse sur l’ion précurseur et les ions fils ont été respectivement de 10 ppm et 

de 0,5 Da. Les résultats ont été filtrés pour un taux maximal de faux positifs de 5%. Lors de 

ces analyses, uniquement les protéines identifiées par au moins deux peptides associés à un 

degré de confiance élevé (High Confidence) ont été conservées. La comparaison des 

différentes conditions d’analyses par analyse en composante principale et la quantification 

sont réalisées par le logiciel Progenesis LC-MS (nonlinear DYNAMICS).  

Les conditions élicitées (E) et non élicitées (NE) des racines et des AC-DC sont ensuite 

comparées en calculant un fold change (FC) des abondances relatives calculées pour chaque 

condition (Figure 31). Des volcanoplots ont été réalisés grâce à Excel afin de trier les 

protéines et de conserver celles ayant un FC supérieur ou égal à 1,5 et une p-value inférieure 

à 0,05. Ces listes de protéines ont été comparées grâce à Jvenn (Bardou et al., 2014). Suite à 

cela, les listes ont été analysées par PANTHER (pantherdb.org) avec un test 

d’overrepresentation des GO (Gene Ontologies) correspondant à des processus biologiques 

(test de Fisher et calcul du false discovery rate). Enfin, les GO ont été obtenus grâce à 

Uniprot et les identifiants des gènes des listes ont été convertis grâce à UNIPROT 

(uniprot.org) et la fonction retrieve ID/mapping et l’option de sortie cross-ref STRING. Cette 

conversion a permis d’analyser les listes grâce à Mapman (Thimm et al., 2004) en utilisant 

leurs identifiants et leurs FC entre les conditions élicitée (E) et non élicitée (NE). Pour cela, 

une trame a été créée afin d’obtenir des figures personnalisées correspondant aux 

catégories de bins d’intérêt. Le logiciel Mapman utilisant sa propre annotation des gènes, 

des bins, correspondant à des genes onthologies (GO), ont été automatiquement attribués à 

chacun des gènes et ceux-ci ont été classés en fonctions de leurs bins (Figure 31). 
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L’identification des peptides à été réalisée par Mascot avec la base de données Uniprot, une quantification et 
des analyses en composante principale ont été réalisées par Progenesis. Le calcul du fold change (FC) et de la p-
value pour chacune des protéines détectées lors de l’analyse protéomique a permis de réaliser des 
volcanoplots avec Excel afin de trier les protéines en fonction de leur FC (supérieur ou égal à 1,5) et de leur p-
value (inférieure ou égale à 0,05). Les listes de protéines obtenues pour les AC-DC et pour les racines ont 
ensuite été comparées avec JVenn (encadré rose) et annotées avec Uniprot afin d’obtenir l’identifiant 
correspondant à la banque de donnée de Mapman (encadré bleu), ou encore les GO (gene ontologies) 
nécessaires à l’analyse WEGO 2.0 (encadré orange).  

 

  

Figure 31 : Schéma du workflow  utilisé pour l’analyse bio -informatique des protéines 
différentiellement exprimées chez les AC -DC et les racines en condition élicitée avec PEP-13 
ou non 
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IV. Analyse génomique de l’ADN extracellulaire (ADNex) 

IV-1 Purification et quantification de l’ADNex 

La purification de l’ADNex est réalisée à partir des tubes concentrés au speedvac 

(environ 300 plantes par réplicat). 100 µL par échantillon sont déposés dans un microtube de 

2 mL. L’ADN contenu dans ces 100 µL d’échantillon est purifié grâce au kit DNeasy® 

PowerClean® Pro Cleanup (Qiagen). Il est ensuite élué dans 100 µL de solution EB (Elution 

Buffer 10 mM Tris-HCl, pH 8.5, Qiagen). La concentration en ADN est ensuite évaluée 

(Tableau 4, a) par dosage spectrophotométrique (Nanodrop 2000c spectrophotometer, 

Thermo scientific). 

 

IV-2 Analyse qualité, préparation de librairies et séquençage 

Les échantillons d’ADNex sont complétés à 120 µL avec de l’eau exempte de nucléases 

(Water, Sterile Nuclease-free, TFS Fisher BioReagents) (Tableau 4, b) puis sont soniqués 360 

secondes (sonicateur S220-Series, Covaris) afin d’obtenir des fragments d’environ 200 paires 

de bases (pb). Les échantillons sont ensuite visualisés sur une TapeStation (2200 TapeStation 

system, Agilent) grâce au kit High Sensitivity D1000 ScreenTape System (Agilent). Les 

librairies ont ensuite été préparées grâce au kit NEBNext® Ultra™ II, en suivant les 

instructions du constructeur pour un échantillon contenant 1 ng d’ADN. Lors de l’étape 1.1.5 

le temps d’incubation à 37°C est réduit à 5 min car l’ADN est déjà fragmenté. Le séquençage 

paired-end des librairies est ensuite réalisé sur un séquenceur Illumina MISeq® avec le kit V2 

Tableau 4: Dosage puis calcul de la concentration en ADN ex des échantillons élicités (E) ou 
non (NE) du RET du soja  
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Micro 300 cycles sur la Plateforme Rouennaise de génomique de l'Université de Rouen 

Normandie.  

IV-3 Analyse bio-informatique  

Les différents outils utilisés pour cette analyse sont Cutadapt, Bwa (V0.7.17), GATK (V4.0.6.0), Bedtools (V2.22) 
ainsi qu’IGV (V2.6.3) et DESeq2 (V2.11.40.6) de l'interface d'analyse Galaxy (https://usegalaxy.org/). Les étapes 
oranges sont celles réalisées par la plateforme Rouennaise de génomique ; les étapes bleues ont été réalisées 
au sein du laboratoire GlycoMEV. E : élicité ; NE : non élicité. 

 
La première partie de cette analyse bio-informatique a été réalisée par la Plateforme 

Rouennaise de génomique de l'Université de Rouen Normandie. Elle comprenait (Figure 32) : 

− le démultiplexage des fichiers de séquençage avec bcl2fastq (V2.02),  

− l'élimination des adaptateurs grâce à Cutadapt, 

− l'alignement des séquences sur le génome du soja (Gmax Wm82 a4 v1) effectué avec 

bwa (V0.7.17) (Tableau 5). L’outil GATK (V4.0.6.0) a ensuite été utilisé avec les 

commandes SortSam, MarkDuplicates et Build Bam index afin d’obtenir les fichiers 

d’alignement binaires (BAM) ainsi que leur index (BAI), 

− le découpage du génome en 1000 pb et comptage grâce à Bedtools (V2.22) en 

utilisant la commande coverage. 

 

Figure 32 :  Workflow  réalisé pour l'analyse bio -informatique de l'ADNex du RET du soja  
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Les fichiers BAM et BAI ont été visualisés grâce à IGV (Integrative genomic viewer, 

V2.6.3) afin de déterminer la couverture des séquences sur les 20 chromosomes du génome 

et sur les ADN mitochondrial et plastidial de G. max. 

La distribution des counts obtenus après découpage a été analysée avec Excel en 

réalisant des graphiques représentant le nombre de counts en fonction de la position de 

ceux-ci sur le génome pour chaque chromosome, pour les ADN mitochondrial et plastidial. 

Les comptages par zones de 1000 pb ont ensuite été analysés avec l’outil d’analyse 

différentielle DESeq2 V2.11.40.6 (Love et al., 2014). Des volcanoplots ont été réalisés avec 

Excel afin de trier les zones de 1000 pb et de conserver celles ayant un fold change (FC) 

supérieur ou égal à 1,5 et une p-value inférieure à 0,05. 

  

Tableau 5 : Rapport qualité du séquençage de l'ADNex du RET du soja généré par BWA 
 

Sample : échantillon ; Genome version : version du génome utilisée ; Number of reads : nombre de reads 
séquencés ; Duplicates : duplicats ; Total unique reads : nombre total de reads uniques (non dupliqués) ; 
Paired in sequencing reads : nombre de reads appairés ; Total mapped reads : pourcentage total de reads 
alignés sur le génome ; Properly paired mapped reads : pourcentage de paires de reads correctement 
alignées ; Singleton mapped reads : pourcentage de reads alignés seuls.  
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Résultats 
 

I. Effet d’une élicitation par PEP-13 sur le transcriptome et le 

protéome des AC-DC et des racines de soja  

 
L’objectif de cette étude est d’observer et de comparer les réponses des AC-DC et des 

racines de soja à une élicitation avec PEP-13 (peptide issu à l'origine des oomycètes du genre 

Phytophthora, dont certaines espèces sont connues pour être pathogènes du soja) dont 

l’effet a été très peu décrit. Pour cela, un protocole de récolte des AC-DC et racines et 

notamment de leurs ARNs et protéines en quantité et qualité suffisantes a tout d’abord été 

mis en place (cf. Matériels et Méthodes II et III). Suite à cela, une analyse transcriptomique 

(I, partie 1) et une analyse protéomique (I, partie 2) ont été réalisées sur ces deux zones en 

condition élicitée avec PEP-13 (E) et en condition témoin non élicitée (NE). Pour chacune des 

zones, ces deux conditions sont comparées. 

I-1 Analyses transcriptomiques 

I-1-1 Identification des gènes différentiellement exprimés suite à l’élicitation 

L’analyse bio-informatique réalisée sur les fichiers de séquençage ARN a permis tout 

d’abord d’obtenir une liste des gènes associés avec leur expression différentielle ou fold 

change (FC) et à une valeur statistique (p-value) obtenus grâce à un test exact basé sur une 

méthode bayésienne empirique avec une correction pour tests multiples. Ces deux valeurs 

(FC et p-value) sont représentées sous forme de graphiques de type volcanoplots. Pour ces 

volcanoplots, le seuil statistique choisi est une p-value inférieure ou égale à 0,05 et un FC 

supérieur ou égal à 1,5 dont les valeurs sont représentées respectivement en puissance 

logarithmique Log10 et Log2 (matérialisées par les lignes verticales et horizontales en 

pointillé sur les graphiques).  

La Figure 33 est le graphique volcanoplot représentant les gènes exprimés dans les AC-DC 

en condition élicitée et témoin. Il met en évidence la présence d’un grand nombre de gènes 

différentiellement exprimés entre ces deux conditions (au-dessus du seuil statistique 

minimal choisi). De plus, il semblerait qu’il y ait plus de gènes avec une expression 
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différentielle plus importante en condition non élicitée qu’en condition élicitée (présence 

d’un plus grand nombre de points bleus que de points rouges). Enfin, le Log2 du FC maximal 

atteint pour la condition élicitée est d’environ 6, soit un fold change d’environ 64 entre la 

condition élicitée et non élicitée. Pour la condition non élicitée, le Log2 du FC maximal est 

d’environ 9,5 soit un fold change d’environ 726 entre les deux conditions.  

Sur ce graphique, chaque gène ayant été détecté est représenté par un point. Ces points sont placés grâce à la 
valeur absolue du Log10 de leur p-value et au Log2 de leur fold change. La partie gauche de ce graphique 
(bleue) correspond aux gènes ayant été détectés en plus grande quantité dans la condition non élicitée (NE) et 
la partie droite de ce graphique (rouge) correspond aux gènes ayant été détectés en plus grande quantité dans 
la condition élicitée (E). Dans cette étude, les gènes ayant une p-value inférieure ou égale à 0,05 (soit 

Log10= 1,301029996, représenté par une ligne horizontale noire en pointillés) et un FC supérieur ou égal à 
1,5 (soit Log2 = 0,5849625, représenté par une ligne verticale grise en pointillés) ont été sélectionnés car 
considérés comme différentiellement exprimés selon le seuil statistique choisi. Graphique réalisé avec Excel. 

 
 La Figure 34 est le graphique volcanoplot représentant les gènes exprimés dans les 

racines en condition élicitée (E) et témoin (NE). Il met en évidence la présence de gènes 

différentiellement exprimés entre ces deux conditions. Pour ce tissu, il semblerait que la 

distribution des gènes entre les conditions élicitée (E) et non élicitée (NE) soit plutôt 

équilibrée. De plus, on remarque que le Log2 du FC maximal atteint en condition non élicité 

Figure  33 : Analyse de l’expression différentielle des gènes des AC -DC (root-Associated Cap-
Derived Cells)  de soja entre les conditions élicitée avec PEP -13 (E) et témoin non élicitée 
(NE) 
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est d’environ 6 (soit FC = 64) pour la condition non élicitée et d’environ 7 (soit FC = 128) pour 

la condition élicitée.  

 Sur ce graphique, chaque gène ayant été détecté est représenté par un point. Ces points sont placés grâce à la 
valeur absolue du Log10 de leur p-value et au Log2 de leur fold change. La partie gauche de ce graphique 
(bleue) correspond aux gènes ayant été détectés en plus grande quantité dans la condition non élicitée (NE) et 
la partie droite de ce graphique (rouge) correspond aux gènes ayant été détectés en plus grande quantité dans 

la condition élicitée (E). Dans cette étude, les gènes ayant une p-value inférieure ou égale à 0,05 (soit Log10= 
1,301029996, représenté par une ligne horizontale noire en pointillés) et un FC supérieur ou égal à 1,5 (soit 
Log2 = 0,5849625, représenté par une ligne verticale grise en pointillés) ont été sélectionnés car considérés 
comme différentiellement exprimés selon le seuil statistique choisi. Graphique réalisé avec Excel. 

Si l’on compare les graphiques obtenus (Figures 33 et 34) pour les racines et pour les AC-

DC, on observe tout d’abord que les deux graphiques sont différents, il y aurait donc une 

différence de réponse entre les racines et les AC-DC. De plus, il semblerait qu’il y ait moins 

de gènes différentiellement exprimés chez les racines par rapport aux AC-DC supposant donc 

une réponse à l’élicitation plus importante chez celles-ci comparées aux racines.  

Pour la suite des analyses, seuls les gènes dont le FC est supérieur ou égal à 1,5 et la p-

value inférieure ou égale à 0,05 ont été sélectionnés pour les deux zones. Ainsi, entre les 

conditions élicitée et non élicitée, une liste de 2295 gènes différentiellement exprimés chez 

les AC-DC et une liste de 553 gènes différentiellement exprimés chez les racines ont été 

Figure 34 :  Analyse de l’expression différentielle des gènes des racines de soja entre les 
conditions élicitée avec PEP-13 (E) et témoin non élicitée (NE)  
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obtenues afin d’étudier plus en détail la réponse de ces deux zones à l’élicitation avec PEP-

13. 

I-1-2 Analyses des processus biologiques et voies métaboliques impliquées dans la réponse 

à PEP-13 

Tout d’abord, les listes de gènes différentiellement exprimés en réponse à PEP-13 chez les 

AC-DC et chez les racines (FC supérieur ou égal à 1,5 et p-value inférieure à 0,05) ont été 

comparées grâce à un diagramme de Venn afin de savoir si ces gènes sont semblables pour 

ces deux zones (Figure 35).  

Les listes des gènes différentiellement exprimés (FC supérieur ou égal à 1,5 et p-value inférieure à 0,05) sont 
représentées par un cercle de couleur orange chez les AC-DC et de couleur bleue chez les racines (A). 
L'intersection entre ces deux cercles correspond aux gènes retrouvés dans les deux listes. Ainsi, 84 gènes sont 
communs aux AC-DC et aux racines parmi respectivement les 2295 et 553 gènes différentiellement exprimés 
entre les conditions élicitée ou témoin trouvés dans chaque tissu (B). Graphique réalisé avec Jvenn.  

Figure 35 :  Diagramme de Venn comparant les gènes différentiellement exprimés chez les 
racines et chez les AC-DC (root-Associated Cap-Derived Cells)  de soja  entre les conditions 
élicitée avec PEP-13 (E) et témoin non élicitée (NE)  
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La comparaison de ces deux listes permet donc d’observer, pour un FC supérieur ou égal 

à 1,5 et une p-value inférieure à 0,05, la présence de 84 gènes communs, de 469 gènes 

spécifiques à la réponse de la racine et 2211 gènes spécifiques à la réponse des AC-DC. Il y a 

donc bien une différence de réponse à PEP-13 entre ces deux structures racinaires. Afin 

d’observer plus en détail ces différences, une analyse des voies métaboliques impliquées 

dans la réponse à PEP-13 pour ces deux zones a ensuite été réalisée. 

I-1-2-1 Analyse des voies métaboliques et des processus biologiques impliquant les gènes 

communs aux AC-DC et aux racines  

Si l’on s’intéresse aux 84 gènes communs à la racine et aux AC-DC en réponse à PEP-13, 

on peut tout d’abord observer que 64 d’entre eux ont un FC similaire, c’est-à-dire positif 

dans les deux listes (31 gènes) ou négatif dans les deux listes (33 gènes). Afin d’observer plus 

en détail ces gènes et notamment leur fonction dans les processus biologiques, ces deux 

listes de gènes ont été analysées avec WEGO 2.0 (Figure 36). Cette analyse permet de 

mettre en évidence que les racines et les AC-DC vont réguler positivement ou négativement 

des gènes impliqués dans les processus biologiques représentés en rouge lorsqu’ils sont sur-

exprimés dans la condition élicitée ou en bleu lorsqu’ils sont sous-exprimés en réponse à 

PEP-13.  

On observe tout d’abord qu’un grand nombre de catégories de Gene Ontology (GO) 

(réponse aux stimuli, processus métaboliques et cellulaires, organisation et synthèse des 

composants cellulaires, développement, localisation, signalisation, régulation et croissance) 

possèdent à la fois des gènes négativement et positivement régulés chez les racines et les 

AC-DC en réponse à PEP-13. Il semble donc que pour ces voies, les AC-DC et les racines en 

réponse à PEP-13 régulent négativement certains de leurs acteurs et positivement d’autres 

acteurs.  

Certaines voies sont représentées uniquement par des gènes sur ou sous-exprimés dans 

les deux zones. Comme par exemple la catégorie correspondant à la "régulation négative de 

processus biologiques" qui est uniquement représentée par des gènes négativement régulés 

par PEP-13 dans les deux zones racinaires étudiées, et la catégorie correspondant à la 

"régulation positive de processus biologiques" qui est représentée uniquement par des 

gènes positivement régulés chez les AC-DC et les racines en réponse à PEP-13. Il semble donc 

qu’un certain nombre de processus biologiques soient communément induits en réponse à 
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PEP-13. D’autres voies, comme la reproduction sont uniquement sous-exprimées en réponse 

à PEP-13. Les processus spécifiques aux organismes multicellulaires, sont eux uniquement 

sur-exprimés en réponse à PEP-13 dans les racines et les AC-DC.   

Pour chaque gène, un certain nombre de Gene Ontology (GO) ont été assignés en fonction de leur annotation 
(axe des abcisses). Pour chaque GO, les gènes comptabilisés en nombre et pourcentage de gènes (axes des 
ordonnées). Enfin, pour un FC supérieur ou égal à 1,5 et une p-value inférieure à 0,05, la liste des gènes sous-
exprimés en réponse à PEP-13 dans les AC-DC et dans les racines est représentée en bleu, et celle des gènes 
positivement régulés par PEP-13 dans les AC-DC et dans les racines est représentée en rouge. Graphique réalisé 
avec WEGO 2.0. 

 
Enfin, parmi les 84 gènes communs aux AC-DC et aux racines, 20 sont régulés de façon 

différente entre les deux zones. En effet, en réponse à PEP-13, quatre d’entre eux sont 

régulés positivement chez les AC-DC et négativement chez les racines et seize d’entre eux 

sont négativement régulés chez les AC-DC et positivement régulés chez les racines. Ces deux 

listes de gènes ont été étudiées avec WEGO 2.0 afin d’observer les processus biologiques 

impliqués (Figure 37).  

 

 

Figure 36 : Processus biologiques (Gene Ontology , GO) des 64 gènes communément régulés 
en réponse à PEP-13 chez les AC-DC (root-Associated Cap-Derived Cells) et les racines de soja  
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Pour chaque gène, un certain nombre de Gene Ontology (GO) ont été assignés en fonction de leur annotation 

(axe des abcisses). Pour chaque GO, les gènes comptabilisés en nombre et pourcentage de gènes (axes des 

ordonnées). Les gènes positivement régulés chez les AC-DC et négativement régulés chez les racines en 

réponse à PEP-13 sont représentés en orange. Les gènes négativement régulés chez les AC-DC et positivement 

régulés chez les racines en réponse à PEP-13 sont représentés en bleu. Graphique réalisé avec WEGO 2.0. 

 
Cette analyse permet tout d’abord de remarquer que les gènes négativement régulés 

chez les AC-DC et positivement régulés chez les racines sont impliqués dans des processus 

biologiques d’organisation et de synthèse des composants cellulaires, de processus 

cellulaires et métaboliques et de localisation. Les gènes positivement régulés par les AC-DC 

et négativement régulés par les racines sont eux impliqués dans les processus cellulaires et 

métaboliques. Ces différentes catégories seraient donc en partie régulées de façon inverse 

entre les deux zones en réponse à PEP-13.   

  

Figure 37 : Processus biologiques (Gene Ontology, GO) des 20 gènes régulés de façon 
différente en réponse à PEP -13 chez les AC-DC (root-Associated Cap-Derived Cells) et les 
racines de soja  
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I-1-2-2 Analyse des voies métaboliques et processus biologiques impliquant des gènes 

spécifiquement régulés chez les AC-DC ou chez la racine  

Si l’on s’intéresse maintenant à la réponse individuelle de ces deux zones en réponse à 

PEP-13, on obtient deux listes de gènes avec un FC supérieur ou égal à 1,5 et une p-value 

inférieure à 0,05. La première liste contient 2 211 gènes différentiellement exprimés 

spécifiquement chez les AC-DC et la seconde 469 gènes différentiellement exprimés 

spécifiquement chez les racines en réponse à PEP-13. Parmi ces listes, on peut différencier 

les gènes régulés positivement ; soit 684 pour les AC-DC et 279 pour les racines, et les gènes 

négativement régulés ; soit 1 527 pour les AC-DC et 190 pour les racines. 

A partir de ces listes, une nouvelle analyse WEGO 2.0 a été réalisée afin d’observer les 

processus biologiques spécifiques à la réponse à PEP-13 des AC-DC (Figure 38) et des racines 

(Figure 39).  

Pour les AC-DC en réponse à PEP-13 (Figure 38), on observe tout d’abord les 684 gènes 

sur-exprimés en rouge, et les 1 527 gènes sous-exprimés en réponse en bleu. Parmi les 

catégories de processus biologiques régulées positivement ou négativement en réponse à 

PEP-13, il semble que les catégories de GO les plus importantes soient la localisation, les 

processus métaboliques, les processus cellulaires, la régulation, la réponse aux stimuli, et 

l’organisation et synthèse des composés cellulaires (protéines, membranes, etc.). 
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Pour chaque gène, un certain nombre de Gene Ontology (GO) ont été assignés en fonction de leur annotation 
(axe des abcisses). Pour chaque GO, les gènes comptabilisés en nombre et pourcentage de gènes (axes des 
ordonnées). Enfin, pour un FC supérieur ou égal à 1,5 et une p-value inférieure à 0,05, la liste des gènes sous-
exprimés en réponse à PEP-13 dans les AC-DC est représentée en bleu, et celle des gènes positivement régulés 
par PEP-13 dans les AC-DC est représentée en rouge. Graphique réalisé avec WEGO 2.0. 

 
Pour les racines en réponse à PEP-13 (Figure 39), on observe les 279 gènes sur-exprimés 

en condition élicitée en rouge, et les 190 gènes sous-exprimés en bleu. Pour ce tissu, les 

catégories de processus biologiques les plus représentées sont la réponse aux stimuli, le 

métabolisme et les processus cellulaires, la localisation, l’organisation et la synthèse de 

composés, et la régulation. De plus, on remarque que les catégories de processus 

biologiques uniquement régulées positivement sont la reproduction, les régulations négative 

et positive, le développement, et le processus spécifiques aux organismes multicellulaires. 

 

 
  

Figure 38 : Processus biologiques (Gene Ontology ,  GO) des 2 211 gènes spécifiquement 
régulés (684 gènes sur-exprimés et 1 527 gènes sous-exprimés) en réponse à PEP-13 chez les 
AC-DC (root-Associated Cap-Derived Cells) de soja 
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Pour chaque gène, un certain nombre de Gene Ontology (GO) ont été assignés en fonction de leur annotation 
(axe des abcisses). Pour chaque GO, les gènes comptabilisés en nombre et pourcentage de gènes (axes des 
ordonnées). Enfin, pour un FC supérieur ou égal à 1,5 et une p-value inférieure à 0,05, la liste des gènes sous-
exprimés en réponse à PEP-13 dans les racines est représentée en bleu, et celle des gènes positivement régulés 
par PEP-13 dans les racines est représentée en rouge. Graphique réalisé avec WEGO 2.0. 

 
Grâce à cette analyse, si l’on compare les processus biologiques principaux mis en jeux en 

réponse à PEP-13 chez les AC-DC et chez les racines (Figures 38 et 39), on constate qu'ils sont 

communs aux deux zones, bien que les gènes régulés soient tous différents entre les deux 

listes.  

Afin d’étudier les processus biologiques impliqués dans la réponse de ces deux zones, des 

tests d’overrepresentation ont été réalisés grâce à l'interface PANTHER (Protein Analysis 

THrough Evolutionary Relationships Database). Pour cela, les listes de gènes 

différentiellement exprimés en réponse à PEP-13 ont été subdivisées en une liste des gènes 

régulés positivement et l’autre des gènes régulés négativement. Ces listes ont ensuite été 

traitées avec la liste de référence des gènes de Glycine max inclue dans l'interface grâce à un 

test de Fisher et le calcul de la FDR (false discovery rate, p-value corrigée). Pour les racines, 

Figure 39 :  Processus biologiques (Gene Ontology , GO) des 469 gènes (279 gènes sur-
exprimés et 190 gènes sous-exprimés) spécifiquement régulés en réponse à PEP -13 chez les 
racines de soja  
 



RESULTATS 

80 
 

aucune voie ne semble statistiquement sur-représentée. La réponse à PEP-13 des racines 

n’est donc pas détectée par cet outil. Pour les AC-DC, la liste des gènes régulés positivement 

en réponse à PEP-13 ne permet pas non-plus d’observer une sur-représentation d’une voie 

particulière. Par contre, la liste des gènes régulés négativement chez les AC-DC en réponse à 

PEP-13 a permis d’observer la sur-représentation de certains processus biologiques (Tableau 

6).  

GO biological process complete : liste des GO sur-représentés dans la liste ; Reflist : nombre total de gènes de 
Glycine max identifiés par ce GO dans leur annotation ; Input : nombre de gènes possédant ce GO dans la liste 
issue de notre étude; Expected : seuil statistique du nombre de gènes à partir duquel une voie est considérée 
comme statistiquement sur-représentée ; Fold enrichment : enrichissement par rapport au seuil statistique ; 
FDR : False discovery rate, correspond à la p-value corrigée.  

 
Parmi ces processus biologiques, on retrouve notamment des voies de synthèse 

(GO:0043043 ; GO:0043604 ; GO:1901566 ; GO:0034645 ; GO:0009059 ; GO:1901576 ; 

GO:0044249 ; GO:0009058) et des processus métaboliques (GO:0008152 ; GO:0044237 ; 

GO:0043170 ; GO:0071704 ; etc.) qui semblent régulées négativement en réponse à PEP-13. 

On constate également que les voies les plus sur-représentées sont (i) la synthèse des 

protéines ribosomales ; (ii) la synthèse des ribosomes ; (iii) la synthèse d’amides et (iv) la 

transcription. Ainsi, une partie du métabolisme et des voies de synthèse, et notamment celle 

de la synthèse des protéines grâce aux ribosomes, semblent donc être négativement 

régulées chez les AC-DC en réponse à PEP-13.  

Tableau 6 :  Processus biologiques représentés par les 1 527 gènes régulés négativement chez 

les AC-DC de soja en réponse à PEP-13 
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Afin de compléter cette analyse, les listes de gènes régulés positivement et négativement 

en réponse à PEP-13 chez les AC-DC et les racines (FC supérieur ou égal à 1,5 et p-value 

inférieure à 0,05) ont été analysées avec KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 

grâce à l’outil BlastKOALA (BLAST-based KO annotation and KEGG mapping). Pour les 

différentes listes de gènes intégrées dans cette interface, seulement 36,98 à 45,51% des 

gènes ont pu être associés à une annotation KEGG. Ce faible taux d’annotation est lié au 

manque d’annotations au sein des bases de données du génome et des protéines de Glycine 

max. L’analyse a donc été réalisée sur 502 gènes pour les AC-DC élicitées, 968 gènes pour les 

AC-DC non élicitées, 207 gènes pour les racines élicitées et 125 gènes pour les racines non-

élicitées. Grâce à l’annotation KEGG des différents gènes utilisés, ceux-ci ont été classés en 

fonction des voies métaboliques impliquées. Pour chaque tissu un tableau présentant ces 

trente voies les plus représentées en condition élicitée et en condition non élicitée a été 

réalisé. 

Pour les AC-DC (Tableau 7), on observe un grand nombre de voies représentées aussi bien 

en condition élicitée et qu'en condition non élicitée (biosynthèse des métabolites 

secondaires, ribosomes, métabolisme du carbone, interactions plante-pathogène, etc.). Ces 

voies seraient donc régulées à la fois positivement et négativement par PEP-13. De plus, on 

remarque (en surligné vert) que certaines voies n’apparaissent que pour une seule condition 

(élicitée ou témoin). Par exemple, la synthèse des ribosomes, des terpénoïdes, des stéroïdes 

ou encore la senescence sont retrouvées uniquement dans la liste des trente voies les plus 

représentées chez les AC-DC non élicitées. Ces voies semblent donc régulées négativement 

par PEP-13. Enfin, les voies de phosphorylation oxydative, de réparation de l’ADN (nucleotide 

excision repair et base excision repair), de réplication de l’ADN ou encore la signalisation du 

phosphatidylinositol sont retrouvées uniquement dans la liste des trente voies les plus 

représentées chez les AC-DC élicitées. Ces voies semblent donc être régulées positivement 

par PEP-13.  
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Pour les racines (Tableau 8), dans la liste des trente voies les plus représentées, on 

observe des voies retrouvées aussi bien en condition élicitée qu'en condition non élicitée 

(biosynthèse de métabolites secondaires, métabolisme du carbone, transduction des signaux 

hormonaux, métabolisme du glutathion, etc.). Ces voies semblent donc être à la fois 

régulées positivement et négativement en réponse à PEP-13. On observe ensuite des voies 

spécifiques aux racines non élicitées, comme l’endocytose, le métabolisme de l’azote, la 

dégradation des acides gras, le métabolisme des xénobiotiques par le cytochrome P450, la 

signalisation des MAPK, ou encore le métabolisme du pyruvate. Ces voies semblent donc 

régulées négativement en réponse à PEP-13. Enfin, chez les racines en condition élicitée, on 

retrouve spécifiquement par exemple la synthèse des protéines dans le réticulum 

endoplasmique, le métabolisme des acides aminés, la voie des pentoses phosphates, la 

synthèse de flavonoïdes, la réparation de l’ADN ou encore le métabolisme de l’amidon et du 

saccharose. Ces voies semblent donc être régulées positivement chez les racines en réponse 

à PEP-13.   

Tableau 7 : Mise en évidence des trente voies métaboliques les plus représentées chez les 
AC-DC de soja en condition élicitée (E) ou non (NE) grâce à l’annotation KEGG et l 'outil 
BlastKOALA 

Les voies spécifiques à une condition (E ou NE) sont représentées en vert. Ce tableau a été réalisé à partir 
des 502 gènes sur-exprimés en condition élicitée et des 968 gènes sous-exprimés en réponse à l’élicitation et 
possédant une annotation KEGG. Tableau réalisé grâce à Excel à partir de l’outil BlastKOALA.  
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Enfin, si l’on compare les résultats obtenus pour les AC-DC et les racines (Tableaux 7 et 8), 

on observe tout d’abord que certaines voies sont communes aux AC-DC et aux racines, 

comme par exemple la synthèse de métabolites secondaires, le métabolisme du carbone ou 

encore la synthèse de phénylpropanoïdes. Les deux zones, racines et AC-DC, semblent donc 

modifier la régulation de ces voies en réponse à PEP-13. De plus, on observe la présence 

d’un plus grand nombre de voies spécifiques à une condition (voies métaboliques surlignées 

en vert) chez les racines (Tableau 8) que chez les AC-DC (Tableau 7) parmi les listes des 

trente voies les plus représentées.  

Enfin, certaines voies semblent spécifiquement apparaître pour un tissu. Par exemple, la 

voie de signalisation AMPK, le métabolisme des nucléotides, la voie des interactions plante-

pathogènes, le métabolisme de l’arginine et de la proline, et la mise en place de jonctions 

serrées ne sont retrouvées que dans la liste des trente voies les plus représentées chez les 

AC-DC en condition élicitée ou témoin. Chez les racines en condition élicitée ou témoin, on 

Tableau 8 :  Mise en évidence des trente voies métaboliques les plus représentées chez les 
racines de soja en condition élicitée (E) ou non (NE) grâce à l’annotation KEGG et l'outil  
BlastKOALA 
 Les voies spécifiques à une condition (E ou NE) sont représentées en vert. Ce tableau a été réalisé à partir des 
207 gènes sur-exprimés en condition élicitée et des 125 gènes sous-exprimés en réponse à l’élicitation et 
possédant une annotation KEGG. Tableau réalisé grâce à Excel à partir de l’outil BlastKOALA.  
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retrouve les voies du métabolisme des glycérophospholipides, du glutathion et du galactose 

qui semblent spécifiques à ce tissu. On observe donc à nouveau une différence de réponse à 

PEP-13 entre ces deux zones. 

Afin d’observer plus en détail la réponse de ces deux zones à l’élicitation avec PEP-13, un 

dernier niveau d’observation a été réalisé : l’analyse détaillée des gènes régulés par PEP-13.  

I-1-3 Analyse détaillée des gènes différentiellement exprimés en réponse à PEP-13 

Pour cette analyse, les listes de gènes différentiellement exprimés associés au Log2 de 

leur fold change ont été utilisées afin d’observer plus en détail les gènes impliqués dans la 

réponse des AC-DC et des racines à l’élicitation avec PEP-13. Pour cela, un schéma de 

visualisation globale des processus biologiques a tout d’abord été réalisé pour chacune des 

deux zones grâce au logiciel Mapman. Celui-ci a permis de classer les gènes en fonction des 

processus biologiques dans lesquels ils interviennent puis d'obtenir un tableau présentant 

chacun d'eux. 

I-1-3-1 Chez les AC-DC 

Pour cette analyse, seulement 1112 parmi les 2295 gènes différentiellement exprimés 

identifiés chez les AC-DC (cf. partie I-1-1) ont pu être annotés par Mapman, soit 48,45% des 

gènes. Ce faible taux d’annotation est lié au manque d’annotations au sein des bases de 

données du génome et des protéines de Glycine max. 

Sur le schéma overview (Figure 40) réalisé avec Mapman, 1084 gènes différentiellement 

exprimés chez les AC-DC en réponse à PEP-13 peuvent être observés. Ces gènes sont 

représentés sous forme de carrés dont la couleur correspond au Log2 de leur fold change 

(FC) avec une couleur d'autant plus foncée que le FC est grand. Ainsi, les gènes représentés 

par un carré de couleur dégradée du rouge au rose sont des gènes positivement régulés en 

réponse à l’élicitation, tandis que les gènes représentés par un carré en dégradé de bleu sont 

des gènes négativement régulés. Sur cette représentation, on observe majoritairement des 

gènes négativement régulés par PEP-13 (759 gènes contre 325 positivement régulés). La 

proportion entre les gènes négativement et positivement régulés semble changer en 

fonction de la catégorie. En effet, pour la catégorie Redox regulation, on observe 

uniquement des gènes négativement régulés par l’élicitation avec PEP-13. En revanche, pour 
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la catégorie signal regulation, on retrouve plus de gènes positivement régulés que de gènes 

négativement régulés. 

L’élicitation avec PEP-13 semble donc induire la diminution de l’expression d’un grand 

nombre de gènes, et donc l’inactivation de voies (comme par exemple celle de la régulation 

redox), au profit de l’augmentation de l’expression d’autres gènes. 

Les gènes sont présents dans toutes les catégories de bins (cf Matériel et méthodes II-2), 

et en majorité dans les catégories protéines, ARN et dans la catégorie unknown/unclassified 

qui correspond aux gènes dont la fonction n’est pas encore connue (ou non recensée pour 

des gene ontologies). De plus, certaines catégories semblent peu représentées, comme par 

exemple metal handling qui serait donc peu impactée par l’élicitation avec PEP-13. Enfin, 

pour la catégorie stress on observe une grande majorité de gènes dont l’expression est 

négativement régulée, et un seul positivement régulé.  
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Cette représentation permet d’observer les gènes régulés négativement ou positivement chez les AC-DC en 
réponse à PEP-13 en fonction des processus biologiques dans lesquels ils interviennent. Chaque gène est 
représenté par un carré dont l'intensité de la couleur dépend du Log2 de son fold change (FC). Ainsi, les gènes 
sur-exprimés en réponse à PEP-13 sont représentés en dégradé de rouge, et les gènes sous-exprimés en 
réponse à PEP-13 sont représentés en dégradé de bleu. Graphique réalisé avec Mapman. 

 
Pour la suite de cette étude, seuls les 325 gènes sur-exprimés en réponse à PEP-13 ont 

été observés (les gènes sous-exprimés seront présentés en annexe III, partie I-1). Pour cela, 

le détail de ces gènes sur-exprimés est visualisé sous forme de tableau classé par catégories 

de bins (Tableau 9), indiquant l’identifiant du transcrit, le nom de celui-ci ainsi que son FC 

(exprimé sous forme de logarithme binaire). Les détails concernant les gènes les plus 

exprimés seront exposés dans la discussion de ce manuscrit.  

Figure 40 :  Représentation générale (overview)  des 1084 gènes différentiellement exprimés 
chez les AC-DC (root-Associated Cap-Derived Cells) de soja entre les conditions élicitée avec 
PEP-13 (E) et témoin non élicitée (NE)  
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Tableau 9 :  Détail des 325 gènes sur-exprimés chez les AC-DC de soja en réponse à PEP-13 
classés en fonction de leur catégorie de bins  

Une couleur est attribuée au log2 du FC en fonction de sa valeur, plus celle-ci est élevée plus celui-ci apparaitra 
en rouge foncé. 



RESULTATS 

88 
 

  



RESULTATS 

89 
 

 

 

 

 



RESULTATS 

90 
 

  

 

 

 

 



RESULTATS 

91 
 

   

 

  



RESULTATS 

92 
 

I-1-3-2 Chez les racines 

Pour cette analyse, seulement 269 parmi les 553 gènes différentiellement exprimés 

identifiés chez les racines (cf. partie I-1-1) ont pu être annotés par Mapman, soit 48,64% des 

gènes. Ce faible taux d’annotation est lié au manque d’annotations au sein des bases de 

données du génome et des protéines de Glycine max. 

Sur le schéma Overview (Figure 41), 261 gènes différentiellement exprimés chez les 

racines en réponse à PEP-13 sont visibles. Ces gènes sont présents dans toutes les catégories 

de bins, à l’exception de metal handling. Cette catégorie de gènes ne semble donc pas 

régulée par PEP-13. Parmi tous les gènes visibles sur ce schéma, on observe des gènes dont 

l’expression est positivement (rouge) et négativement (bleu) régulée en réponse à PEP-13. 

De plus, il apparaît qu’un plus grand nombre de gènes seraient positivement régulés en 

réponse à PEP-13 (155 gènes contre 106 négativement régulés). Enfin, en fonction des 

catégories de bins, on observe différentes proportions entre les gènes sous et sur-régulés. En 

effet, par exemple, les catégories ADN, developpement ou encore regulation redox sont 

représentées principalement par des gènes dont l’expression est régulée positivement.  
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Cette représentation permet d’observer les gènes régulés négativement ou positivement chez les racines en 
réponse à PEP-13 en fonction des processus biologiques dans lesquels ils interviennent. Chaque gène est 
représenté par un carré dont l'intensité de la couleur dépend du Log2 de son fold change (FC). Ainsi, les gènes 
sur-exprimés en réponse à PEP-13 sont représentés en dégradé de rouge, et les gènes sous-exprimés en 
réponse à PEP-13 sont représentés en dégradé de bleu. Graphique réalisé avec Mapman. 

 
Pour la suite de cette analyse, seuls les 155 gènes dont l’expression est régulée 

positivement chez les racines ont été pris en compte (les gènes sous-exprimés seront 

présentés en annexe III, partie I-2). Pour cela, le détail de ces gènes sur-exprimés est 

présenté sous forme de tableau classé par catégories de bins (Tableau 10), indiquant 

l’identifiant du transcrit, le nom de celui-ci ainsi que son FC (exprimé sous forme de 

logarithme binaire). Les détails concernant les gènes les plus exprimés seront exposés dans 

la discussion de ce manuscrit. 

Figure 41  :  Représentation générale (overview)  des 261 gènes différentiellement exprimés 
chez les racines de soja entre les  conditions élicitée avec PEP-13 (E) et témoin non élicitée 
(NE) 
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Une couleur est attribuée au log du FC en fonction de sa valeur, plus celle-ci est élevée plus celui-ci apparaitra 
en rouge foncé. 

Tableau 10 : Détail des 155 gènes sur -exprimés chez les racines de soja en réponse à PEP -13 
classés en fonction de leur catégorie de bins  
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I-1-4 Tentative d’identification du récepteur de PEP-13 

Le récepteur de PEP-13 étant inconnu, une tentative d’identification de celui-ci a été 

réalisée. Pour cela, les 326 gènes sur-exprimés (FC supérieur ou égal à 1,5 et p-value 

inférieure ou égale à 0,05) dans les racines et 719 gènes dans les AC-DC en réponse à PEP-13 

(cf. I-1-1) ont été analysés dans le but de détecter des domaines correspondants à des 

récepteurs.  

Ces gènes ont tout d’abord été triés afin de ne conserver que ceux étant non annotés ou 

annotés comme récepteurs. Ce tri a permis d’obtenir 77 gènes chez les racines et 174 gènes 

chez les AC-DC. Ces gènes ont ensuite été comparés avec Jvenn (Figure 42) afin d’identifier 

les gènes communs.  

Sur ce graphique, les listes des gènes sur-exprimés (FC supérieur ou égal à 1,5 et p-value inférieure à 0,05) chez 
les AC-DC (orange) et chez les racines (turquoise) et étant non annotés ou annotés comme récepteurs sont 
représentées par un cercle. L'intersection entre ces deux cercles correspond aux gènes retrouvés dans les deux 
listes. Ainsi, 5 gènes sont communs chez les AC-DC et chez les racines parmi les 174 et 77 gènes sur-exprimés 
en réponse à PEP-13 et étant non annotés ou annotés comme récepteurs. Graphique réalisé avec Jvenn. 

Figure 42 : Diagramme de Venn comparant les gènes sur -exprimés chez les AC-DC (root 
associated cap-derived cells)  et chez les racines  de soja en réponse à PEP-13 et étant non 
annotés ou annotés comme récepteurs  
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Ces cinq gènes, GLYMA_18G270300, GLYMA_06G296500, GLYMA_20G145500, 

GLYMA_15G123000 et GLYMA_10G168600, ont ensuite été analysés avec DRAGO2 afin de 

déterminer si ceux-ci possèdent ou non un domaine récepteur. Aucun domaine récepteur 

n’a pu être détecté chez les transcrits de ces cinq gènes. Pour un FC supérieur ou égal à 1,5 

et une p-value inférieure à 0,05, le récepteur de PEP-13 ne semble donc pas être détecté 

parmi les gènes sur-exprimés communément chez ces deux zones. Celui-ci pourrait 

cependant être sur-exprimé (FC supérieur à 1,5 et p-value inférieure à 0,05) uniquement 

dans l’une de ces deux zones.  

Une nouvelle analyse DRAGO2 a donc été réalisée sur l’ensemble des gènes sur-exprimés 

en réponse à PEP-13 et non annotés ou étant annotés comme récepteurs chez les AC-DC 

(174 gènes) et chez les racines (77 gènes). Parmi ces listes, 16 gènes chez les AC-DC et 4 

gènes chez les racines dont le transcrit semble correspondre à un récepteur ont été détectés 

(Tableau 11). Le récepteur de PEP-13 pourrait donc être l’un de ces 20 gènes.   

Tableau 11 : Gènes identifiés chez les AC-DC (root associated cap-derived cells) et les racines 
de soja comme potentiels récepteurs de PEP -13 grâce à DRAGO2  

On observe pour chaque gène le logarithme binaire de son FC (Log2(FC)), sa classification par type de 
récepteur ainsi que les différents domaines détectés par DRAGO2. RLP : Receptor-like protein ; RLK : Receptor-
like kinase ; LRR : leucine rich repeat ; KIN : kinase ; NBS : Nucleotide Binding Site ; CC : Coiled-Coil ; TIR : 
toll/interleukine receptor  
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Enfin, une analyse de modélisation 3D a été réalisée avec I-TASSER sur le transcrit 

correspondant au gène dont le FC est plus important (Log2 (FC)=4,9704 soit un FC de 31,35) : 

GLYMA_20G100500 identifié dans la racine. Cette analyse a permis d’obtenir une prédiction 

de la conformation de la protéine correspondante (Figure 43) ainsi qu’une prédiction de ses 

ligands possibles. La conformation prédite a obtenu un C-score de -1,03 (ce score pouvant 

varier de -5 à 2 et 2 étant le score de confiance le plus élevé). Le score de confiance obtenu 

semble donc plutôt moyen. Les deux ligands avec le meilleur score prédits pour cette 

structure sont des peptides. Le premier correspond à YIYTQ (C-score = 0,08) ; et le second 

correspond à PIPPSAPSKRHN (C-score = 0,04). Aucun de ces deux ligands ne semble 

correspondre à PEP-13. Il semblerait donc que malgré son FC important, ce récepteur ne soit 

pas celui correspondant à PEP-13.  

Cette structure correspond à celle prédite pour GLYMA20G100500, gène codant un récepteur potentiel de type 
RLP (receptor like protein) chez le soja et dont le logarithme binaire du FC atteint 4,9704 en réponse à PEP-13 
chez les racines. Ce gène n’a pas été détecté comme sur-exprimé (FC supérieur ou égal à 1,5 et p-value 
inférieure ou égale à 0,05) chez les AC-DC en réponse à PEP-13. Le score de confiance C-score obtenu pour 
cette structure est de -1,03. Figure obtenue avec I-TASSER.  

  

Figure 43 :  Prédiction de la conformation 3D de GLYMA20G100500  
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I-2 Analyses protéomiques 

Une analyse protéomique des AC-DC et des racines de soja en condition élicitée avec PEP-

13 ou témoin a été réalisée afin de déterminer s’il existe des différences de protéome entre 

les deux zones étudiées, mais également entre les conditions élicitée avec PEP-13 (E) et 

témoin non élicitée (NE). Cette analyse a permis d’identifier 1 535 protéines au sein des 

différents échantillons d’AC-DC et de racines.  

Dans un premier temps, une analyse en composante principale des différentes conditions 

pour chacune des zones a été réalisée grâce au logiciel Progenesis LC-MS (Figure 44). Cette 

analyse permet d’observer que les deux premières composantes statistiques permettent 

d’expliquer 84,08 et 84,71% de l’inertie totale des nuages de points. Cela signifie qu’il y a 

donc une différence statistique entre les populations de peptides identifiés pour chacune 

des zones, l’une correspondant à la condition élicitée et l’autre à la condition non élicitée. Il 

y a donc une différence entre les protéomes en condition élicitée avec PEP-13 et en 

condition témoin non élicitée. 

Les deux premiers facteurs sont retenus pour l’analyse car ils contribuent à eux seuls à 84,08 et 84,71% de 
l’inertie totale du nuage de points (F1 : 77,27 et 78,57 % ; F2 : 6,81 et 6,14%). On observe sur ces deux graphes 
la séparation des populations de peptides identifiés en fonction de la condition élicitée (E) ou témoin (NE).  

 

Figure 44 :  Analyses en composante principale des protéomes des AC -DC et des racines de 
soja 
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Afin de comparer les zones entre elles, une seconde analyse en composante principale a 

été réalisée (Figure 45). Cette analyse permet d’observer que les deux premières 

composantes statistiques permettent d’expliquer 77,52 % de l’inertie totale du nuage de 

points. Au sein de ce nuage, on observe la séparation des échantillons en fonction tout 

d’abord de leur origine (racine ou AC-DC) puis, plus légèrement, en fonction de leur 

condition élicitée ou témoin. Cela signifie qu’il y a une différence statistique entre le 

protéome des racines et des AC-DC.   

 

Les deux premiers facteurs sont retenus pour l’analyse car ils contribuent à eux seuls à 77,52 % de l’inertie 
totale du nuage de points (F1 : 72,55 % ; F2 : 4,97 %). On observe sur ce graphe la séparation des populations 
de peptides identifiés en fonction de la condition élicitée (E) ou témoin (NE) et du tissu dans lequel ils ont été 
identifiés (racines ou AC-DC). 

 

I-2-1 Identification des protéines différentiellement exprimées suite à l’élicitation 

Afin d’étudier plus en détail les protéines impliquées dans la réponse à PEP-13 des AC-DC 

et des racines, des graphiques volcanoplots ont été réalisés pour chacune des zones (Figures 

46 et 47).  

Pour les AC-DC (Figure 46), le volcanoplot met en évidence la présence d’un faible 

nombre de protéines différentiellement exprimées (FC supérieur ou égal à 1,5 et p-value 

inférieure ou égale à 0,05). En effet, 31 protéines ont été identifiées comme sur-exprimées 

en condition élicitée et non élicitée. De plus, on observe un plus grand nombre de protéines 

sur-exprimées dans la condition témoin non élicitée (26 protéines) par rapport à la condition 

élicitée (5 protéines).  

Figure 45 : Analyse en composante principale de l’ensemble des protéomes élicités ou 
témoin des racines et des AC-DC de soja 



RESULTATS 

102 
 

Sur ce graphique, chaque protéine ayant été détectée est représentée par un point. Ces points sont placés 
grâce à la valeur absolue du Log10 de leur p-value et au Log2 de leur fold change. La partie gauche de ce 
graphique (bleue) correspond aux protéines ayant été détectées en plus grande quantité dans la condition non 
élicitée (NE) et la partie droite de ce graphique (orange) correspond aux protéines ayant été détectées en plus 
grande quantité dans la condition élicitée (E). Dans cette étude, les protéines ayant une p-value inférieure ou 

égale à 0,05 (soit Log10= 1,301029996, représenté par une ligne horizontale rouge) et un FC supérieur ou 
égal à 1,5 (soit Log2 = 0,5849625, représenté par une ligne verticale noire) ont été sélectionnées car 
considérées comme différentiellement exprimés pour le seuil statistique choisi. Graphique réalisé avec Excel. 

 
Pour les racines (Figure 47), on détecte à nouveau une faible quantité de protéines 

différentiellement exprimées (FC supérieur ou égal à 1,5 et p-value inférieure ou égale à 

0,05). En effet seulement 11 protéines différentiellement exprimées ont été détectées. 

Parmi ces protéines, 6 sont régulées positivement en réponse à PEP-13 et 7 sont régulées 

négativement.  

 

Figure 46  :  Analyse de l’expression différentielle des protéines des AC-DC (root-Associated 
Cap-Derived Cells) de soja entre les conditions élicitée avec PEP -13 (E) et témoin non 
élicitée (NE)  
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Sur ce graphique, chaque protéine ayant été détectée est représentée par un point. Ces points sont placés 
grâce à la valeur absolue du Log10 de leur p-value et au Log2 de leur fold change. La partie gauche de ce 
graphique (bleue) correspond aux protéines ayant été détectés en plus grande quantité dans la condition non 
élicitée (NE) et la partie droite de ce graphique (orange) correspond aux protéines ayant été détectées en plus 
grande quantité dans la condition élicitée (E). Dans cette étude, les protéines ayant une p-value inférieure ou 

égale à 0,05 (soit Log10= 1,301029996, représenté par une ligne horizontale rouge) et un FC supérieur ou 
égal à 1,5 (soit Log2 = 0,5849625, représenté par une ligne verticale noire) ont été sélectionnées car 
considérées comme différentiellement exprimés pour le seuil statistique choisi. Graphique réalisé avec Excel. 

 
Si l’on compare les résultats obtenus pour les AC-DC et pour les racines, on observe qu’un 

plus grand nombre de protéines différentiellement exprimées ont été détectées chez les AC-

DC (31) par rapport aux racines (13). De plus, environ autant de protéines sur (6) ou sous-

exprimées (7) en réponse à PEP-13 ont été détectées chez les racines, en revanche, chez les 

AC-DC un plus grand nombre de protéines sous-exprimées (26) en réponse à PEP-13 ont été 

détectées par rapport à la condition élicitée (5).  

Afin de vérifier si les protéines détectées comme différentiellement exprimées (FC 

supérieur ou égal à 1,5 et p-value inférieure ou égale à 0,05) chez les AC-DC et chez les 

racines en réponse à PEP-13 sont similaires ou non, un diagramme de Venn a été réalisé afin 

de comparer les deux listes (Figure 48). Cette analyse permet d’observer qu’aucune protéine 

Figure 47 : Analyse de l’expression différentielle des pro téines des racines de soja entre les 
conditions élicitée avec PEP-13 (E) et témoin non élicitée (NE)  
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parmi les 44 détectées et différentiellement exprimées n’est commune aux deux zones. Il y 

aurait donc bien une différence de réponse protéomique à PEP-13 entre AC-DC et racines.  

Sur ce graphique les listes des protéines différentiellement exprimées (FC supérieur ou égal à 1,5 et p-value 
inférieure à 0,05) chez les AC-DC (orange) et chez les racines (bleu) sont représentées par un cercle. 
L'intersection entre ces deux cercles correspond aux protéines retrouvées dans les deux listes. Ainsi, il n’y a 
aucune protéine commune aux AC-DC et aux racines parmi les 31 et 13 protéines différentiellement exprimés 
entre les conditions élicitée et témoin. Graphique réalisé avec Jvenn. 

 
  

Figure 48 : Diagramme de Venn comparant les protéines différentiellement exprimé es chez 
les racines (13) et chez les AC-DC (31) de soja en conditions élicitée avec PEP-13 et témoin 
non élicitée 
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I-2-2 Analyse des processus biologiques impliquées dans la réponse à PEP-13 

Afin d’étudier plus en détail la réponse des AC-DC et des racines à PEP-13, une analyse 

des GO a été réalisée grâce à WEGO 2.0. Pour cela, les listes des 26 et 7 protéines 

négativement régulées en réponse à PEP-13 respectivement chez les AC-DC et chez les 

racines et des 5 et 6 protéines positivement régulées en réponse à PEP-13 respectivement 

chez les AC-DC et les racines ont été utilisées.  

Pour les AC-DC (Figure 49), on observe que les processus biologiques les plus représentés 

par les protéines détectées sont les processus cellulaires et métaboliques, ainsi que la 

régulation biologique, la synthèse et l’organisation des composés cellulaires et la réponse 

aux stimuli. Ces processus semblent à la fois régulés positivement et négativement par PEP-

13. Enfin, on observe des processus qui semblent régulés uniquement positivement 

(régulation) et uniquement négativement (localisation, développement, processus 

spécifiques aux organismes multi-cellulaires) par PEP-13. 

 Pour chaque protéine, un certain nombre de Gene Ontology (GO) ont été assignés en fonction de leur 
annotation (axe des abcisses). Pour chaque GO, les protéines sont comptabilisées en nombre et pourcentage 
de gènes (axes des ordonnées). Enfin, pour un FC supérieur ou égal à 1,5 et une p-value inférieure à 0,05, la 
liste des protéines sous-exprimées en réponse à PEP-13 dans les AC-DC est représentée en bleu, et celle des 
protéines positivement régulées par PEP-13 dans les AC-DC est représentée en rouge. Graphique réalisé avec 
WEGO 2.0. 

Figure 49 : Processus biologiques (Gene Ontology , GO) des 31 protéines régulées en réponse 
à PEP-13 chez les AC-DC (root-Associated Cap-Derived Cells) de soja  
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Chez les racines (Figure 50), les processus biologiques les plus représentés par les 

protéines différentiellement exprimées en réponse à PEP-13 sont les processus 

métaboliques et cellulaires, la synthèse et l’organisation des composants cellulaires, et la 

régulation. Ces processus sont régulés à la fois positivement et négativement par PEP-13. De 

plus, on observe des processus biologiques qui semblent uniquement régulés positivement 

en réponse à PEP-13 (régulation positive et négative, localisation) ou uniquement régulés 

négativement en réponse à PEP-13 (réponse aux stimuli).   

Pour chaque protéine, un certain nombre de Gene Ontology (GO) ont été assignés en fonction de leur 

annotation (axe des abcisses). Pour chaque GO, les protéines sont comptabilisées en nombre et pourcentage 
de gènes (axes des ordonnées). Enfin, pour un FC supérieur ou égal à 1,5 et une p-value inférieure à 0,05, la 
liste des protéines sous-exprimées en réponse à PEP-13 dans les AC-DC est représentée en bleu, et celle des 
protéines positivement régulées par PEP-13 dans les AC-DC est représentée en rouge. Graphique réalisé avec 
WEGO 2.0. 

 
  

Figure 50 : Processus biologiques (Gene Ontology , GO) des 13 protéines régulées en réponse 
à PEP-13 chez les racines de soja  
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Si l’on compare les processus biologiques impliqués dans la réponse à PEP-13 des racines 

et des AC-DC, on observe des processus communément régulés (processus métaboliques et 

cellulaires, la synthèse et l’organisation des composants cellulaires, et la régulation), mais 

aussi des processus différemment régulés. En effet la localisation est un processus régulé 

positivement dans la racine en réponse à PEP-13, alors que dans les AC-DC, il est régulé 

négativement. La réponse aux stimuli est régulée uniquement négativement dans les 

racines, alors qu’elle est régulée positivement et négativement en réponse à PEP-13 dans les 

AC-DC. Cette analyse permet donc d’observer que les processus biologiques communs 

impliqués dans la réponse à PEP-13 chez les AC-DC et chez les racines sont différemment 

régulés. 

Afin de compléter cette analyse des processus biologiques régulés en réponse à 

l’élicitation avec PEP-13, un second outil a été utilisée : le test d’overrepresentation de 

PANTHER. Pour cette analyse, les quatre listes de protéines régulées positivement (26 et 7) 

et négativement (5 et 6) respectivement dans les AC-DC et dans les racines en réponse à 

PEP-13 ont à nouveau été utilisées. 

Le test d’overrepresentation a permis de mettre en évidence 15 voies statistiquement 

sur-représentées parmi les 26 protéines régulées négativement en réponse à PEP-13 dans 

les AC-DC (Tableau 12). Les autres listes n’ont pas permis de détecter de sur-représentation 

de voies métaboliques à l'aide de ce test. Parmi ces voies, on retrouve notamment le 

métabolisme de la phosphatidylcholine, la synthèse d’acide dicarboxylique et d’amides, la 

transcription ou encore la synthèse de peptides. Ces processus biologiques semblent donc 

régulés négativement en réponse à PEP-13.  

 

 

 

 



RESULTATS 

108 
 

 

I-2-3 Analyse détaillée des protéines différentiellement exprimées en réponse à PEP-13 

Dans le but d’étudier plus en détail les protéines impliquées dans la réponse à PEP-13 des 

AC-DC et des racines, une analyse a été réalisée avec le logiciel Mapman. Pour cela, les listes 

des protéines différentiellement régulées chez les AC-DC et les racines associées au 

logarithme binaire de leur FC ont été utilisées. Le logiciel Mapman a ensuite assigné des bins 

correspondant à des GO (cf Matériels et méthodes II-2) aux protéines. Celles-ci ont ensuite 

été classées en fonction de leurs bins et assignées à un schéma overview.  

Chez les AC-DC (Figure 51), 16 protéines (sur les 31 détectées au seuil statistique choisi) 

ont pu être annotées avec le système de bins. Pour la catégorie stress, une protéine régulée 

positivement a été détectée et semble donc positivement régulée en réponse à PEP-13. Les 

protéines assignées aux catégories cell, proteins, development, hormones, enzymes, 

transport, other metabolisms et unknown/unclassified semblent être régulées négativement 

en réponse à PEP-13. Enfin, pour la catégorie specialized metabolism, deux protéines ont été 

détectées, l’une régulée positivement, et l’autre négativement.  

GO biological process complete REFLIST (55865) Input (26) Expected
Fold 

Enrichment
FDR

phosphatidylcholine metabolic process (GO:0046470) 34 2 .02  > 100 5.48E-02

dicarboxylic acid biosynthetic process (GO:0043650) 38 2 .02  > 100 5.21E-02

amide biosynthetic process (GO:0043604) 1117 6 .52 11.54 2.24E-02

translation (GO:0006412) 1002 5 .47 10.72 4.76E-02

peptide biosynthetic process (GO:0043043) 1016 5 .47 10.57 4.52E-02

cellular amide metabolic process (GO:0043603) 1360 6 .63 9.48 3.37E-02

peptide metabolic process (GO:0006518) 1159 5 .54 9.27 5.00E-02

organonitrogen compound biosynthetic process (GO:1901566) 2299 8 1.07 7.48 2.82E-02

cellular nitrogen compound biosynthetic process (GO:0044271) 2248 7 1.05 6.69 4.87E-02

cellular biosynthetic process (GO:0044249) 4155 9 1.93 4.65 4.79E-02

organic substance biosynthetic process (GO:1901576) 4239 9 1.97 4.56 4.79E-02

biosynthetic process (GO:0009058) 4534 9 2.11 4.27 4.70E-02

cellular metabolic process (GO:0044237) 14436 16 6.72 2.38 5.08E-02

metabolic process (GO:0008152) 18161 18 8.45 2.13 5.24E-02

cellular process (GO:0009987) 21765 21 10.13 2.07 2.69E-02

Tableau 12 : Processus biologiques représentés par les 26 protéines régulées négativ ement 
chez les AC-DC de soja en réponse à PEP-13 
GO biological process complete : liste des GO sur-représentés dans la liste ; Reflist : nombre total de protéines 
de Glycine max identifiés par ce GO dans leur annotation ; Input : nombre de protéines possédant ce GO dans 
la liste issue de notre étude ; Expected : seuil statistique à partir duquel une voie est considérée comme 
statistiquement sur-représentée ; Fold enrichment : enrichissement par rapport au seuil statistique ; FDR : False 
discovery rate, correspond à la p-value corrigée. 
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Cette représentation permet d’observer les protéines régulées négativement ou positivement chez les AC-DC 
en réponse à PEP-13 en fonction des processus biologiques dans lesquels elles interviennent. Chaque protéine 
est représentée par un carré dont l'intensité de la couleur dépend du Log2 de son fold change (FC). Ainsi, les 
protéines sur-exprimées en réponse à PEP-13 sont représentées en dégradé de rouge, et les protéines sous-
exprimées en réponse à PEP-13 sont représentées en dégradé de bleu. Graphique réalisé avec Mapman. 

 
Pour les racines (Figure 52), 9 protéines (sur les 13 détectées au seuil statistique choisi) 

ont été annotées avec des bins. Les protéines détectées et assignées aux catégories 

development, transport et unknown/unclassified sont régulées positivement chez les racines 

en réponse à PEP-13. Les protéines détectées et assignées aux catégories redox regulation et 

other metabolism semblent elles régulées négativement en réponse à PEP-13. Enfin, pour la 

catégorie proteins, deux protéines régulées négativement et une protéine régulée 

positivement ont été détectées.  

   

Figure 51 : Représentation générale (overview)  des 16 protéines différentiellement 
exprimées chez les AC-DC (root-Associated Cap-Derived Cells) de soja entre les conditions 
élicitée avec PEP-13 (E) ou témoin non élicitée (NE)  
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Cette représentation permet d’observer les protéines régulées négativement ou positivement chez les racines 
en réponse à PEP-13 en fonction des processus biologiques dans lesquels elles interviennent. Chaque protéine 
est représentée par un carré dont l'intensité de la couleur dépend du Log2 de son fold change (FC). Ainsi, les 
protéines sur-exprimées en réponse à PEP-13 sont représentées en dégradé de rouge, et les protéines sous-
exprimées en réponse à PEP-13 sont représentées en dégradé de bleu. Graphique réalisé avec Mapman. 

 
Si l’on compare la réponse des AC-DC et des racines à PEP-13, on observe des processus 

biologiques régulés de façon similaire (other metabolism), ou de façon différente entre les 

deux zones (development, transport, proteins et unknown/unclassified). Enfin, certaines 

catégories semblent régulées spécifiquement dans la racine (redox regulation) ou dans les 

AC-DC (hormones, stress, cell, enzymes, specialized metabolism).  

Pour la suite de cette étude, le détail des protéines est visualisé sous forme de tableau 

classé par catégories de bins (Tableaux 13 et 14), indiquant l’identifiant du transcrit, le nom 

de celui-ci ainsi que son FC (exprimé sous forme de logarithme binaire). Les détails 

concernant ces gènes les plus exprimés seront exposés dans la discussion de ce manuscrit. 

  

Figure 52 : Représentation générale (overview)  des 9 protéines différentiellement exprimées 
chez les racines de soja entre les conditions élicitée avec PEP-13 (E) ou témoin non élicitée 
(NE) 
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ID Protein name Log(FC)
glyma05g38110.1 moderately similar to ( 276)AT4G11650| ATOSM34 (OSMOTIN 34) 0,7186282

ID Protein name Log(FC)
glyma10g34310.1 Coatomer subunit alpha -0,6876234

ID Protein name Log(FC)
glyma20g25120.2 nearly identical (1165)AT1G25350| OVA9 (OVULE ABORTION 9); glutamine-tRNA ligase -0,9974677
glyma09g31760.1 nearly identical (1030)AT3G25800| PDF1 protein phosphatase type 2A regulator -0,77406126

ID Protein name Log(FC)
glyma10g07410.1 weakly similar to ( 105)AT2G36640|ATECP63 (EMBRYONIC CELL PROTEIN 63) -0,59820586

ID Protein name Log(FC)
glyma09g01110.1 Fe2OG dioxygenase domain-containing protein -0,71554434

ID Protein name Log(FC)
glyma05g04270.1 highly similar to ( 880)AT4G12420| SKU5 (skewed 5); copper ion binding -0,84056777

ID Protein name Log(FC)
glyma11g12120.1 V-type proton ATPase subunit a -0,58558744
glyma15g01470.1 nearly identical (2116)AT1G15520| PDR12 (PLEIOTROPIC DRUG RESISTANCE 12) -0,7439727
glyma13g29180.1 nearly identical (2382)AT2G34660| MRP2 (MULTIDRUG RESISTANCE-ASSOCIATED PROTEIN 2) -1,0259907

ID Protein name Log(FC)
glyma13g40140.2 nearly identical (1297)AT5G60600| GcpE (CHLOROPLAST BIOGENESIS 4) -1,1086096
glyma18g38670.1 PKS_ER domain-containing protein 1,0465155

ID Protein name Log(FC)
glyma20g38740.1 nearly identical (1107)AT1G50480| THFS (10-FORMYLTETRAHYDROFOLATE SYNTHETASE) -0,5873188

ID Protein name Log(FC)

glyma03g35080.1 Uncharacterized protein -0,96323246

glyma03g36420.1 Uncharacterized protein -0,63235146

Specialized metabolism

Other metabolisms

Unknown / Unclassified

Hormones

Enzymes

Transport

Stress

Cell

Proteins

Development

Tableau 13 : Détail des 16 protéines différentiellement exprimées chez les AC-DC de soja en 
réponse à PEP-13, classées en fonction de leur catégorie de bins  
 
Une couleur est attribuée au log2 du FC en fonction de sa valeur, plus celle-ci est élevée plus celui-ci 
apparaitra en rouge foncé ; et plus elle est basse, plus elle apparaitra en bleu foncé. 

 

ID Protein name Log(FC)
glyma10g02060.1 Ribosomal protein L19 1,6191602
glyma19g39570.1 Ribosomal protein L19 0,8421028
glyma17g09280.2 Ribosomal_L18e/L15P domain-containing protein -0,76640224

ID Protein name Log(FC)
glyma13g39890.1 moderately similar to ( 248)KIWEL_ACTCH no original description 1,484601

ID Protein name Log(FC)
glyma16g07870.1 Glutaredoxin domain-containing protein -0,61719877

ID Protein name Log(FC)
glyma19g35960.1 Cation_ATPase_N domain-containing protein 0,49477175

ID Protein name Log(FC)
glyma15g05800.1 FabA domain-containing protein -0,6574312

ID Protein name Log(FC)
glyma13g27810.1 highly similar to ( 950)AT3G23940| dehydratase family 0,9776553
glyma10g03840.1 H15 domain-containing protein 0,60190666

Transport

Other metabolisms

Unknown / Unclassified

Proteins

Development

Hormones

Tableau 14 : Détail des 9 protéines différentiellement exprimées chez les racines de soja en 
réponse à PEP-13, classées en fonction de leur catégorie de bins  
 
Une couleur est attribuée au log2 du FC en fonction de sa valeur, plus celle-ci est élevée plus celui-ci 
apparaitra en rouge foncé ; et plus elle est basse, plus elle apparaitra en bleu foncé. 
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I-3 Comparaison des résultats obtenus entre l’analyse protéomique et 

transcriptomique 

Deux analyses, l’une protéomique et l’autre transcriptomique, ont été réalisées sur les 

AC-DC et les racines de soja en conditions élicitée avec PEP-13 ou témoin non élicitée.  

Afin d’observer si le transcriptome et le protéome de ces zones sont similaires, une rapide 

comparaison des identifiants des gènes correspondants aux transcrits (719 E et 1576 NE 

pour les AC-DC) et aux protéines (5 E et 25 NE pour les AC-DC) détectées comme 

différentiellement exprimés chez les AC-DC puis chez les racines lors de ces analyses a été 

réalisée avec Jvenn (Figure 53). Cette analyse a permis d’observer un seul gène commun 

pour lequel le transcrit et la protéine ont été détectés comme sous-exprimés en réponse à 

PEP-13 chez les AC-DC : GLYMA_13G326400. Ce gène correspond à une protéine peu 

annotée qui semble intervenir dans la synthèse des terpénoïdes.  

Enfin, si l’on compare les différentes voies identifiées comme étant impliquées dans la 

réponse à PEP-13 des AC-DC et des racines grâce à la méthode de transcriptomique et de 

protéomique (Tableau 15 ; cf. I-1-2-2, figures 38 et 39 et I-2-2, figures 49 et 50) on observe 

des voies régulées de façon similaire :  

- chez les AC-DC : processus cellulaires et métaboliques, organisation et synthèse des 

composés cellulaires, régulation biologique, réponse aux stimuli, 

- chez les racines : régulation des processus biologiques, processus cellulaires et 

métaboliques, organisation et synthèse des composés cellulaires. 

On observe également des voies qui sont détectées comme sur et sous-exprimées lors de 

l’analyse transcriptomique et uniquement détectées dans l’une de ces deux conditions pour 

l’analyse protéomique (Tableau 15) :  

- chez les AC-DC : la régulation des processus biologiques (E), la localisation (NE), les 

processus multicellulaires (NE), le développement (NE), 

- chez les racines : la localisation (E), la réponse aux stimuli (NE).  
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Sur ce graphique les listes des identifiants des gènes et protéines différentiellement exprimées (FC supérieur ou 
égal à 1,5 et p-value inférieure à 0,05) chez les AC-DC et chez les racines sont représentées par un cercle. 
L'intersection entre deux cercles correspond aux identifiants retrouvés dans les deux listes. Ainsi, il y a un gène 
chez les AC-DC pour lequel le transcrit et la protéine correspondante ont été communément détectés comme 
sous-exprimés avec ces deux méthodes. Pour les racines, aucun identifiant n’est commun aux deux méthodes. 
La condition élicitée avec PEP-13 est représentée en rose et orange, la condition contrôle est représentée en 
bleu. p : protéomique ; t : transcriptomique. Graphique réalisé avec Jvenn 
  

AC-DC 

Racines 

Figure 53 : Diagrammes de Venn comparant les gènes et protéines différentiellement 
exprimés en réponse à PEP-13 chez les AC-DC et chez les racines  
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E : sur-exprimé en condition élicitée ; NE : sous-exprimé en réponse à PEP-13 ; E / NE : voie à la fois sur-
exprimée et sous-exprimée en réponse à PEP-13 

 
 

L’analyse protéomique a permis de détecter moins de voies régulées en réponse à PEP-

13, ce qui est lié au fait que la quantité de protéines détectées comme différentiellement 

exprimées en protéomique (31 chez les AC-DC, 13 chez les racines) est nettement inférieure 

à la quantité de transcrits détectés comme différentiellement exprimés en transcriptomique 

(2295 chez les AC-DC, 553 chez les racines). 

Cependant, les voies détectées grâce aux données de protéomique semblent 

correspondre à celles détectées en transcriptomique. En effet, à l’exception de la régulation 

négative chez les racines pour laquelle les données de protéomique ne correspondent pas 

aux données de transcriptomique (cette voie est sur-exprimée en transcriptomique et sous-

exprimée en protéomique), les voies détectées comme sur- et sous-exprimées en 

transcriptomique ont été détectées comme sur-exprimées et/ou sous-exprimées en 

protéomique.  

  

Tableau 15 :  Comparaison des processus biologiques pour les analyses protéomique et 
transcriptomique chez les AC -DC et les racines de soja impliqués dans la réponse à PEP -13 
détectés lors de l’analyse WEGO 2.0  
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II. Analyse génomique de l’ADNex du RET du soja 

 
L’objectif de cette étude est d’apporter une première réponse à la question de l’origine et 

des séquences concernées de l’ADNex présent dans le RET et de sa possible implication dans 

la réponse immunitaire. Pour cela, des méthodes de récolte de l’ADNex en milieu stérile et 

de purification de celui-ci ont été mises au point. Suite à cela, un séquençage de l’ADNex du 

RET du soja en condition élicitée avec PEP-13 et en condition témoin a été réalisé. Six 

échantillons, séparés en trois réplicats, nommés réplicats 7, 8 et 9 en condition élicitée avec 

PEP-13 (E) et témoin non élicitée (NE) ont ainsi été obtenus (cf Matériel et méthode, IV). Ces 

échantillons et conditions ont ensuite été comparés. 

II-1 Analyse de l’alignement des séquences 

Pour cette étude, le génome complet (chromosomes et organites) du soja a tout d’abord 

été divisé en zones de 1000 paires de bases sur lesquelles les séquences (reads) d’ADNex 

obtenues ont été alignées. Le positionnement et la couverture des reads sur les 20 

chromosomes, le plaste et la mitochondrie ont été analysés. 

II-1-1 Visualisation globale des alignements de séquences  

Les réplicats 7, 8 et 9 ont tout d’abord été analysés pour la condition témoin (NE; non 

élicité). 

Pour le réplicat 7 (Tableau 16), on observe un alignement total de 1 305 138 reads sur 

l’ensemble du génome. Ces reads sont répartis entre les 20 chromosomes de l’ADN nucléaire 

(ADNchr) du soja sur lequel 1 227 257 reads se sont alignés, l’ADN plastidial (ADNp) et l’ADN 

mitochondrial (ADNm) du soja sur lesquels 77 881 reads se sont alignés. Ces chiffres 

permettent donc de remarquer qu’il y a un plus grand nombre de reads alignés sur l’ADNchr 

par rapport à l’ADN provenant des plastes et mitochondries. 

Si l’on regarde plus en détail le nombre de reads alignés sur ces séquences, on observe 

une moyenne d’environ 60 000 reads qui se sont alignés sur chaque chromosome et 58 871 

reads qui se sont alignés sur l'ADNm. En revanche, seulement 19 010 reads se sont alignés 

sur l’ADNp. Le nombre de reads alignés sur l’ADNm est donc assez proche du nombre moyen 

de reads alignés sur l’ADNchr. Cependant, ces chiffres ne prennent pas en compte la taille de 

l’ADN chromosomique, de l’ADN d’origine plastidial ou mitochondrial. En effet pour chacun 
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des chromosomes, on observe une taille de plusieurs dizaines de mégabases (de 34,77 Mb 

pour le chromosome 11 à 58,02 Mb pour le chromosome 18) avec un total de 949,21 Mb 

pour l'ensemble des chromosomes. Par contre, l’ADN des organites ne représente que 0,4 

Mb pour la mitochondrie et 0,15 Mb pour le plaste. Les tailles de l’ADN chromosomique et 

des ADN issus des organites étant très éloignées, un ratio du nombre de counts alignés divisé 

par la taille de l'ADN concerné (chromosomique, plastidial ou mitochondrial) en mégabases a 

été calculé afin de pouvoir comparer les différentes couvertures entre elles. Pour les 

chromosomes, on obtient donc une somme de 25 986,27 counts/Mb pour l’ADNchr total. Ce 

ratio atteint 147 177,50 counts/Mb pour l’ADNm et 126 733,33 counts/Mb pour l’ADNp, soit 

un total de 273 910,83 counts/Mb pour l’ensemble de l’ADN des organites. On a donc un 

ratio moyen environ cent fois plus important pour l’ADN mitochondrial et l’ADN plastididial 

que pour l’ADN chromosomique. Ces différences de ratio semblent donc mettre en évidence 

une plus grande couverture de l'ADNex sur l’ADNm et l’ADNp que sur l’ADNchr. 

Pour les réplicats 8 et 9 NE, les tableaux sont présentés en annexe III, partie II-1. Les 

mêmes résultats que pour le réplicat 7 NE ont été observés, c’est-à-dire une différence de 

couverture entre l’ADNchr et celui de l’ADN des organites. 
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L’alignement des séquences d’ADNex issues des réplicats 7, 8 et 9 a ensuite été analysé 

pour la condition élicitée (E). 

Le réplicat 7E (Tableau 17) a permis d’obtenir 1 209 179 reads alignés sur le génome 

complet. Parmi ces reads, 1 166 892 s’alignent sur l’ADNchr et 42 287 s’alignent sur l’ADNm 

et l’ADNp. Pour chacun des chromosomes, le nombre de reads alignés varie entre 68 984 

pour le chromosome 1 et 45 569 pour le chromosome 16. Pour les organites, ce nombre est 

de 29 654 pour l’ADNm et 12 633 pour l’ADNp. Le total des counts/Mb de l’ADNchr est de 24 

662,33 counts/Mb, contre 74 135 counts/Mb pour l’ADNm et 84 220 counts/Mb pour 

l’ADNp.  

Pour les chromosomes, plastes et mitochondrie, un ratio count/Mb a été calculé. Ce ratio correspond au 
nombre de counts alignés sur le génome, divisé par sa taille en mégabases (Mb). Enfin, les trois dernières lignes 
de ce tableau correspondent à la somme totale des counts, de la taille ou des ratios pour l’ensemble des 
chromosomes (ligne ADNchr), la mitochondrie et le plaste (ligne ADNm et ADNp) et enfin pour le génome 
complet (ligne ADN total). ADNchr = ADN chromosomique ; ADNm = ADN mitochondrial ; ADNp = ADN 
plastidial. 

Tableau 16 : Analyse du nombre de séquences de l'ADNex alignées ( counts) sur le génome 
complet (chromosomes, mitochondrie et plaste) du soja pour le réplicat 7 NE (ADNex en 
condition non élicitée)  
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Comme pour les réplicats de la condition non élicitée, les réplicats 8 et 9 E sont présentés 

en annexe de ce manuscrit (Annexe III, partie II-1). Les mêmes résultats que pour le réplicat 

7 E ont été observés, c’est-à-dire une différence de couverture entre l’ADNchr et celui de 

l’ADN des organites.   

 

Les différents réplicats de séquençage de l’ADNex permettent donc d’observer un ratio 

des counts /Mb plus important pour l’ADN des organites que pour l’ADNchr. Cette différence 

de ratio semble indiquer une différence de couverture de l'ADNex sur l’ADN chromosomique 

comparés à l’ADN des organites. Il y aurait donc une meilleure couverture sur la 

mitochondrie et le plaste en conditions élicitée avec PEP-13 ou témoin non élicitée. Afin de 

vérifier cette observation, nous avons utilisé le logiciel IGV (Integrative genomics viewer) 

Tableau 17 : Analyse du nombre de séquences d'ADNex alignées (counts)  sur le génome 
complet (chromosomes, mitochondrie et plaste) du soja pour le réplicat 7E (ADNex en 
condition élicitée)  
 Pour les chromosomes, plastes et mitochondrie, un ratio count/Mb a été calculé. Ce ratio correspond au 
nombre de counts alignés sur le génome, divisé par sa taille en mégabases (Mb). Enfin, les trois dernières 
lignes de ce tableau correspondent à la somme totale des counts, de la taille ou des ratios pour l’ensemble 
des chromosomes (ligne ADNchr), la mitochondrie et le plaste (ligne ADNm et ADNp) et enfin pour le 
génome complet (ligne ADN total). ADNchr = ADN chromosomique ; ADNm = ADN mitochondrial ; ADNp = 
ADN plastidial. 
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pour visualiser le positionnement des reads séquencés d'ADNex sur les chromosomes, la 

mitochondrie et le plaste.  

II-1-2 Visualisation de l’alignement des séquences d’ADNex avec IGV 

Le logiciel IGV permet d’observer, pour une position donnée sur l’ensemble du génome 

(Figure 54, A), l’alignement des reads pour chacun des échantillons (Figure 54, B) ainsi que 

l’éventuelle présence d’une séquence codante identifiée ayant été annotée à cette position 

(Figure 54, C). Ainsi, pour les figures 54, 55 et 56, on observe une fenêtre IGV contenant 

dans une première ligne un repère (Figure 54, A) permettant de visualiser la position 

observée, six lignes qui correspondent chacune à un échantillon (Figure 54, B, réplicats 7, 8, 

et 9 en condition élicitée ou non élicitée) et une dernière ligne correspondant à l’annotation 

de la séquence observée sur laquelle sont inscrits les identifiants des gènes observés (Figure 

54, C). Pour chacune des lignes "échantillon" (B), on retrouve une partie supérieure 

indiquant la quantité de reads alignés tout au long de la séquence observée, et une partie 

inférieure sur laquelle les reads alignés à cette position sont représentés par des traits.  

Dans un premier temps, la couverture de l'ADNex séquencé sur chacun des vingt 

chromosomes du soja a été observée et des captures d’écran ont été réalisées pour chacun 

des chromosomes. La figure 54 est une capture d’écran représentative de ce qui a été 

observé pour les vingt chromosomes (les captures d’écran correspondant aux 19 autres 

chromosomes sont présentées en annexe III, partie II-2). Cette capture d’écran sélectionnée 

est celle de la position 7 742 099 à 7 817 639 du chromosome 18. On remarque que les reads 

d'ADNex sont alignés de façon éparse et peu abondante tout au long de la séquence pour 

chacun des réplicats. De plus, les reads semblent répartis aléatoirement entre les zones 

codantes ou non. Concernant les zones codantes, on remarque, sur cette portion du 

chromosome 18, que trois zones codantes apparaissent dont deux correspondant aux gènes 

GLYMA18G080700 et GLYMA18G081000 et l’une non-annotée.  

 Enfin, lors de l’observation des différents chromosomes, des zones présentant une 

augmentation d’alignement de reads ont été observées. 
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A : Séquence observée et repère indiquant la position sur cette séquence ; B : Alignement des reads des 
différents échantillons sur cette séquence ; C : Annotation de cette séquence.  

Figure 54 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons d’ADNex de 
soja sur le chromosome GM18 en position 7  742 099 –  7 817 639  
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A : Séquence observée et repère indiquant la position sur cette séquence ; B : Alignement des reads des 
différents échantillons sur cette séquence ; C : Annotation de cette séquence. 

Figure 55 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons d’ADNex 
de soja sur l’ADN de la mitochondrie en posit ion 1 –  66 781  
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 A : Séquence observée et repère indiquant la position sur cette séquence ; B : Alignement des reads des 
différents échantillons sur cette séquence ; C : Annotation de cette séquence. 

Figure 56 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillon d’ADNex 
de soja sur l’ADN des plastes en position 1 - 50 503 
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La figure 55 représente une capture d’écran réalisée de la couverture de l’ADNex sur 

l'ADN de la mitochondrie du soja, en position 1 à 66 781, et représentative de l’ensemble de 

l'ADN de cet organite. On observe un grand nombre de reads alignés tout au long de cet 

ADN, de façon homogène et concernant aussi bien les zones codantes que non codantes. 

Cette observation confirme qu'il y a donc une bonne couverture de l'ADNex séquencé sur 

l’ADN mitochondrial. 

La figure 56 représente une capture d’écran réalisée de la couverture de l’ADNex sur 

l’ADN plastidial, en position 1 à 50 503. Un grand nombre de reads sont alignés tout au long 

de la séquence observée, de plus aucune différence n’est observée entre les zones codantes 

et non codantes. Cette observation confirme qu'il y a donc une bonne couverture de l'ADNex 

séquencé sur l’ADN plastidial.  

Si l’on compare les observations réalisées sur l’ADN chromosomique et celles réalisées sur 

l’ADN mitochondrial et chloroplastique, il apparait donc que la couverture de l’ADNchr est 

beaucoup moins importante que celles de l’ADNm et de l’ADNp. Afin de chiffrer ces 

observations, un calcul du taux de couverture moyen (nombre de reads multipliés par leur 

longueur et divisé par la taille de la séquence) a été réalisé pour l’ADNchr et l’ADN des 

organites (ADNm + ADNp) (Tableau 18). Ce calcul permet tout d’abord de confirmer 

l’observation de la différence de couverture entre l’ADNchr et l’ADNm et ADNp. En effet 

pour les organites le taux moyen de couverture est de 12,62 X en condition élicitée et de 

17,29 X en condition non élicitée. En revanche, pour l’ADN chromosomique, le taux moyen 

de couverture est de 0,22 X en condition élicitée et 0,25 X en condition non élicitée. Il y a 

donc bien une différence de couverture en fonction de l’origine (chromosomique ou non) de 

l’ADN. De plus, ce calcul permet de constater qu'il n'y a pas de différence majeure en termes 

de taux de couverture en fonction de l'élicitation avec PEP-13 pour l'ADN chromosomique et 

une couverture légèrement plus importante pour l'ADNex aligné sur les ADN des organites 

en condition témoin non élicitée. 

Tableau 18 : Calcul du taux de couverture m oyen de l’ADNex extrait en condition élicitée et  
non élicitée (Nombre de reads  x longueur des reads  / taille de la séquence)  réalisé avec 
Excel 
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 Afin d’étudier plus en détail les différences entre l’ADNex issu de plantules élicitées et 

non élicitées, une analyse différentielle des échantillons a été réalisée à partir des counts 

obtenus par zones du génome de 1 000 pb.  

II-2 Analyse différentielle de l’alignement de séquences d’ADNex suite à 

l’élicitation 

II-2-1 Analyse différentielle sur la totalité du génome via le logiciel DESq2 

Une analyse en composante principale de la variance entre les échantillons a été réalisée 

grâce au logiciel DESeq2. Pour cette analyse, les données d’alignement des counts sur les 

zones de 1 000 pb du génome ont été utilisées. De plus, ces données ont été divisées 

manuellement sur Excel en trois fichiers en fonction de l’origine de l’ADN : un fichier pour 

l'ADNchr, un second pour l’ADNp et un dernier pour l’ADNm. Ces trois fichiers ont donc pu 

être analysés séparément. Pour l’ADN mitochondrial (Figure 57), on observe donc que les 

deux composantes principales expliquent 53% de la variance entre les échantillons. De plus, 

les réplicats 7 et 8 conditions élicitée et non élicitée semblent très proches. Le réplicat 9 

semble légèrement à l’écart des autres. Ce graphique montre donc qu’il ne semble pas y a 

voir de différences majeures entre les conditions élicitée et non élicitée pour l’ADNex 

provenant de l’ADN mitochondrial. 



RESULTATS 

125 
 

Sur cette figure on observe deux composantes principales (PC1 et PC2) expliquant respectivement 31% et 22% 
de la variance entre les échantillons, soit au total 53% de cette variance. Chaque échantillon est représenté par 
un point bleu ou rouge en fonction de sa condition élicitée (E, rouge) ou non élicitée (NE, bleu). 

 
Pour l’ADN plastidial (Figure 58), les composantes principales permettent d’expliquer 56% 

de la variance. Le réplicat 9 (E et NE) semble (comme pour la mitochondrie) légèrement à 

l’écart des deux autres qui sont très proches entre eux. Cette analyse montre donc qu’il ne 

semble pas y avoir de différences entre l’ADNex provenant des plastes en condition élicitée 

et en condition non élicitée. 

Figure 57 : Analyse en composante principale de la variance entre l’alignement des reads  de 
l'ADNex de soja des différents échantillons sur l’ADN mitochondrial  
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Sur cette figure on observe deux composantes principales (PC1 et PC2) expliquant respectivement 30% et 26% 
de la variance entre les échantillons, soit au total 56% de cette variance. Chaque échantillon est représenté par 
un point bleu ou rouge en fonction de sa condition élicitée (E, rouge) ou non élicitée (NE, bleu). 

 
Enfin, pour l’ADN chromosomique (Figure 59), l’analyse en composante principale permet 

d’expliquer 53% de la variance des échantillons. Les trois réplicats en condition non élicitée 

(7NE, 8NE et 9NE) ainsi que le réplicat 9 (condition élicitée) semblent être très proches les 

uns des autres. La seconde composante (PC2) semble permettre d’éloigner de façon assez 

importante les réplicats 8 E et 7 E des autres réplicats. Si l’on exclue le réplicat 9, il semble 

donc qu’il y ait une différence plus marquée entre les conditions élicitée et non élicitée pour 

l’ADNchr par rapport à l’ADNm et l’ADNp.   

Figure 58 : Analyse en composante principale de la variance entre l’alignement des reads  de 
l'ADNex de soja des différents échantillons sur l’ADN  plastidial  
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Sur cette figure on observe deux composantes principales (PC1 et PC2) expliquant respectivement 28% et 25% 
de la variance entre les échantillons, soit au total 53% de cette variance. Chaque échantillon est représenté par 
un point bleu ou rouge en fonction de sa condition élicitée (E, rouge) ou non élicitée (NE, bleu). 

 
Afin d’observer plus en détail les éventuelles différences entre les conditions élicitée et 

non élicitée en fonction de l’origine de l’ADNex, des volcanoplots ont été réalisés avec Excel 

à partir des données d’analyse différentielle de l’alignement des reads sur les zones de 1 000 

pb obtenues précédemment avec DESeq2.  

Pour l’ADN mitochondrial (Figure 60), on observe tout d’abord que les points 

correspondants chacun à une zone de l’ADNm de 1 000 pb semblent équitablement répartis 

entre ceux correspondant aux reads alignés en condition élicitée et ceux correspondant aux 

reads alignés en condition non élicitée. De plus, peu de points semblent dépasser le seuil 

statistique correspondant à une p-value de 0,05 et parmi ceux-ci, aucun ne dépasse un Log2 

de FC de 2. Il n’y a donc pas de différence statistique entre les  reads en conditions élicitée et 

non élicitée pour l’ADNex aligné sur l’ADN mitochondrial.  

  

Figure 59 :  Analyse en composante principale de la variance entre l’alignement des reads  
d'ADNex de soja des différents échantillons sur l’ADN  chromosomique  
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Sur ce graphique, chaque point représente une zone de 1 000 pb découpée dans la séquence de l’ADN 
mitochondrial du soja. Le nombre de reads alignés sur chaque position en condition élicitée et non élicitée pour 
les trois réplicats a été utilisé ici afin d’obtenir une valeur de fold change (FC) ainsi qu’une p-value associée. On 
observe donc ici le Log2 du FC de chacun des points en fonction du Log10 de leur p-value. Les zones présentant 
un plus fort alignement de reads en condition élicitée sont représentées en rouge, et les zones dont 
l’alignement des reads est plus important en condition non élicitée sont représentées en bleu. Le seuil 
statistique correspondant à une p-value de 0,05 est représenté par une ligne horizontale en pointillé et le seuil 
de FC minimal de 2 est représenté par les lignes verticales en pointillé.  
 

Pour l’ADN plastidial (Figure 61), les mêmes observations que pour l’ADN mitochondrial 

sont réalisées. On retrouve à nouveau des points qui semblent équitablement répartis entre 

les conditions élicitée et non élicitée. Peu d’entre eux ont une p-value significative 

(inférieure à 0,05), et aucun d’entre eux ne dépasse un FC de 2. Il n’y a donc pas de 

différence significative entre l’alignement des reads d’ADNex en condition élicitée et non 

élicitée sur l’ADN plastidial.  

  

Figure 60 : Analyse différentielle de l’aligne ment des reads  d’ADNex de soja sur l’ADN 
mitochondrial  
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Sur ce graphique, chaque point représente une zone de 1 000 pb découpée dans la séquence de l’ADN 
plastididial du soja. Le nombre de reads alignés sur chaque position en condition élicité et non élicité pour les 
trois réplicats a été utilisé ici afin d’obtenir une valeur de fold change (FC) ainsi qu’une p-value associée. On 
observe donc ici le Log2 du FC de chacun des points en fonction du Log10 de leur p-value. Les zones présentant 
un plus fort alignement de reads en condition élicitée sont représentées en rouge, et les zones dont 
l’alignement des reads est plus important en condition non élicitée sont représentées en bleu. Le seuil 
statistique correspondant à une p-value de 0,05 est représenté par une ligne horizontale en pointillé et le seuil 
de FC minimal de 2 est représenté par les lignes verticales en pointillé.   

 
Enfin, pour l’ADN chromosomique du soja (Figure 62), on observe tout d’abord que les 

points correspondants chacun à une zone de l’ADNchr de 1 000 pb ne semblent pas 

équitablement répartis. En effet il semble qu’il y ait plus de points bleus, c’est-à-dire un plus 

grand nombre de reads alignés sur des zones de 1 000 pb en condition non élicitée. Un 

nombre important de points semble dépasser le seuil statistique de la p-value inférieure à 

0,05. De plus, la majorité de ces points semble dépasser un FC de 2. Cette analyse indique 

donc qu’il y aurait des différences dans l’alignement des reads d’ADNex sur l’ADN 

chromosomique en fonction de la condition élicitée comparée à la condition non élicitée.  

  

Figure 61 : Analyse différentielle de l’alignement des reads  d’ADNex de soja sur l’ADN 
plastidial  
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Sur ce graphique, chaque point représente une zone de 1 000 pb découpée dans la séquence de l’ADN 
chromosomique du soja. Le nombre de reads alignés sur chaque position en condition élicitée et non élicitée 
pour les trois réplicats a été utilisé ici afin d’obtenir une valeur de fold change (FC) ainsi qu’une p-value 
associée. On observe donc ici le Log2 du FC de chacun des points en fonction du Log10 de leur p-value. Les 
zones présentant un plus fort alignement de reads en condition élicitée sont représentées en rouge, et les 
zones dont l’alignement des reads est plus important en condition non élicitée sont représentées en bleu. Le 
seuil statistique correspondant à une p-value de 0,05 est représenté par une ligne horizontale en pointillé et le 
seuil de FC minimal de 2 est représenté par les lignes verticales en pointillé.  
 

La dernière partie de ces résultats consistera donc à observer et identifier pour l'ADN 

chromosomique des zones présentant (i) une différence de nombre d’alignement des reads 

en conditions élicitée et non élicitée et (ii) un fort nombre d’alignements de reads en 

condition élicité et non élicitée.  

  

Figure 62 : Analyse différentielle de l’alignement des reads  d’ADNex de soja sur l’ADN 
chromosomique 
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II-2-2 Analyse différentielle sur l’ADN chromosomique 

Afin d’étudier plus en détail les zones pour lesquelles l’alignement des reads semble être 

différent entre la condition élicitée et non élicitée, dix des positions avec les FC les plus 

importants ont été sélectionnées et représentées sous forme de tableau (Tableau 19). Parmi 

celles-ci, cinq ont un FC positif (plus de counts en condition élicitée) et cinq d’entre eux ont 

un FC négatif (plus de counts en condition non élicitée).  

Comme observé précédemment sur le volcanoplot présentant l’alignement des reads 

d’ADNex sur l’ADN chromosomique (Figure 62), les log2 des FC les plus importants 

atteignent -3,8522 et 3,8293. Les counts moyens (avant leur normalisation) atteignent eux 

un maximum de 9 reads et un minimum de 0. De plus, on observe la présence d’un count 

moyen égal à 0 pour chacune des zones, soit en condition non élicitée lorsque le FC est 

positif, soit en condition élicitée lorsque le FC est négatif. Le nombre de counts étant très 

faible pour toutes ces zones, les différences observées entre les conditions élicitées et non 

élicitées semblent donc minimes, malgré leur FC important et leur p-value inférieure à 0,05.  

Enfin, sept de ces zones ne correspondent à aucune zone ayant été annotée comme 

codante, dans le génome de Glycine max ainsi que dans les génomes des autres plantes 

(blast avec un seuil minimal de 70% d’identité). Parmi les trois zones correspondant à une 

annotation, la première (Tableau 19 ; Gm07 : 27 655 001 – 27 656 000) contient l’annotation 

d’une phosphatase putative DSP8 (dual specificity protein phosphatase). Les deux autres 

correspondent, après un blast, à un rétrotransposon avec un pourcentage d’identité de 

85,88% (Tableau 19 ; Gm09 : 27 858 001 – 27 859 000) ainsi qu’à un transporteur avec un 

pourcentage d’identité de 87,13% (Tableau 19 ; Gm16 : 14 656 001 – 14 657 000).  
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Tableau 19 : Identification de zones d’ADN chromosomique où les alignements de reads 
d'ADNex de soja présentent les fold change  (FC) les plus importants en condition élicitée (E) 
et en condition non élicitée (NE)  

Position : position de la zone de 1000 pb sur le chromosome ; count moyen : moyenne des counts obtenue 
pour les trois réplicats ; Identification : annotation trouvée pour cette position sur le génome du soja ou blast 
de la séquence sur l’ensemble des génomes des plantes ; N/A : zone non codante 
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II-2-3 Détection et identification des zones d’ADN chromosomique présentant un 

alignement plus important de séquences en conditions élicitée ou non élicitée 

Afin d’identifier les zones d’ADNchr présentant le plus grand nombre d'alignement de 

reads, des graphiques représentant la distribution des counts pour chaque zone de 1 000 pb 

ont tout d’abord été réalisés sur Excel. Ceux-ci ont été faits pour chaque chromosome ainsi 

que pour les séquences d’ADN mitochondrial et plastidial de l’ensemble des échantillons, et 

ont permis d’identifier des zones d’intérêt. Afin de limiter le nombre de figures dans cette 

partie du manuscrit, seule la distribution des counts du réplicat 7 (E et NE) sur le 

chromosome 19 sera présentée (Figures 63 et 64). Les autres graphiques sont présentés en 

annexe III, partie II-2.  

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 19, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb) et peut varier sur ce 
chromosome de 1 à 50,75 Mb.  

 
Sur la figure 63, on observe donc le nombre de counts alignés sur le chromosome 19 en 

fonction de leur position sur celui-ci en condition non élicitée. Sur la majeure partie du 

graphique, une ligne de base est observée aux alentours de 0 counts par zone de 1 000 pb. 

Trois pics sont observés aux positions 2 059 001 pb ; 5 346 001 pb et 24 013 001 pb. Les deux 

premiers pics atteignent respectivement 132 et 136 counts, et le dernier pic atteint 389 

counts.  

 

Figure 63 :  Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM19 en 
condition non élicitée  
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Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 19, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb) et peut varier sur ce 
chromosome de 1 à 50,75 Mb.  

 
Sur la figure 64, on observe le nombre de counts alignés sur le chromosome 19 en 

condition élicitée en fonction de leur position sur celui-ci. La grande majorité du 

chromosome présente un nombre de counts proche de 0. Trois pics sont observés aux 

positions 2 059 001 pb ; 5 346 001 pb et 24 013 001 pb. Ceux-ci atteignent des counts de 66, 

87 et 312.  

Si l’on compare l’alignement des reads sur le chromosome 19 en condition élicitée et non 

élicitée, on observe donc que les trois pics repérés sont présents dans les deux conditions 

aux mêmes positions, cependant leur nombre de count est plus élevé en condition non 

élicitée par rapport à la condition élicitée. Des pics ont aussi été observés sur les graphiques 

montrant l’alignement des reads sur les autres chromosomes du soja. Afin d’identifier une 

partie de ces pics, seuls ceux présents pour les 6 échantillons (trois réplicats et deux 

conditions) et dont le nombre de reads alignés est toujours supérieur à 100 ont été 

sélectionnés.  

Figure 64 :  Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM19 en 
condition élicitée  
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  Le tableau 20 présente les seize pics observés dans les graphiques de distribution des 

counts pour lesquels le nombre de reads alignés dépasse 100 counts pour tous les 

échantillons. Pour l’identification, les seize pics ont été regroupés en onze zones. On observe 

tout d’abord que pour ces zones, le log2 du fold change est très proche de 0 et la p-value est 

rarement au-dessous du seuil statistique (0,05), il y aurait donc très peu de changement 

entre la condition élicitée et la condition non élicitée pour ces zones. Sur ces onze zones, 

seulement deux sont annotées chez le soja (pics Gm02 et Gm19) et cinq d’entre elles 

correspondent avec un pourcentage d’identité supérieur à 70% à un gène identifié chez un 

autre organisme (Glycine soja ou Pisum sativum). Enfin, parmi toutes ces zones, six 

Tableau 20 : Identification des zones de l’ADNchr pour lesquelles le nombre d’alignement 
des reads  est supérieur à 100 counts pour tous les échantillons (7, 8 et 9 E et NE)  
Position : position de la zone de 1000 pb sur le chromosome ; Nombre de reads : nombre de reads séquencés 
pour chaque réplicat ; Identification : annotation de cette zone sur le génome du soja ou blast de la séquence 
sur l’ensemble des génomes des plantes. E : élicité ; NE : non élicité ; N/A : zone non codante 
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correspondent à des séquences répétées chez le soja (parmi lesquelles 4 sont des zones non 

codantes).  
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Discussion 
 

Dans le but de continuer de caractériser plus précisément le RET du soja (et notamment 

deux de ses acteurs) en condition élicitée par PEP-13 et témoin, une étude du transcriptome 

et du protéome des AC-DC et des racines par RNAseq et LC-Orbitrap ainsi que le séquençage 

de l’ADNex ont été réalisés et présentés dans ce manuscrit. Les résultats obtenus pour la 

partie transcriptomique et protéomique des AC-DC et des racines seront discutés dans la 

première partie de ce chapitre, et les résultats obtenus pour la partie d’analyse génomique 

de l’ADNex seront discutés en seconde partie de ce chapitre. 

I. Etude transcriptomique et protéomique des AC-DC et des 

racines du soja 

Dans un premier temps, l’analyse transcriptomique et protéomique des AC-DC et des 

racines en condition de stimulation immunitaire avec PEP-13 ou témoin a permis d’observer 

la présence de gènes différentiellement exprimés chez les AC-DC et chez les racines en 

réponse à PEP-13.  Dans un second temps, l’étude plus détaillée des résultats obtenus a 

montré que les réponses des AC-DC et des racines à PEP-13 sont différentes. Dans les deux 

territoires racinaires, les quantités de gènes et de protéines exprimés sont plus importantes 

en condition témoin. Par ailleurs, un plus grand nombre de transcrits et de protéines 

différentiellement exprimées sont détectées chez les AC-DC par rapport aux racines de soja. 

Enfin, les AC-DC et les racines de soja répondent qualitativement de façon distincte à 

l’élicitation par PEP13 au niveau transcriptomique et protéomique. 

 

I-1 Réponse à PEP-13 des AC-DC 

Ainsi, si l’on observe à nouveau le tableau obtenu avec Mapman pour les AC-DC 

(Résultats, I-1-3-1 ; Tableau 9) pour la catégorie stress, on peut observer qu’un gène codant 

pour une germin-like est positivement régulé. Ces protéines sont des glycoprotéines 

retrouvées dans la paroi des cellules végétales impliquées dans un grand nombre de 

processus biologiques, dont la réponse aux stress biotiques (Bernier et Berna, 2001). Selon 
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Dunwell et al., en 2008, ces protéines possèdent une activité superoxyde dismutase, 

permettant la synthèse d’H2O2 à partir de formes actives de l’oxygène. Elles pourraient donc 

permettre d’initier l’activation des défenses des cellules voisines à partir des formes actives 

de l’oxygène générées par des peroxydases. En effet, trois gènes codants des peroxydases 

sont retrouvés dans la catégorie enzymes. De plus, selon Christensen et al. (2004), les 

superoxyde dismutases pourraient jouer un rôle dans le renforcement de la paroi, qui est la 

première barrière de défense des cellules végétales. 

Si l’on observe maintenant les gènes sur-exprimés dans la catégorie cell wall (Tableau 9), 

on note la présence de deux gènes codants pour des pectines méthylestérases (PME). Ces 

enzymes catalysent la dé-méthylesterification des pectines et sont impliquées dans des 

mécanismes comme l’adhésion cellulaire ou l’élongation des tiges. Les PME sont aussi 

responsables du détachement des AC-DC de l’apex racinaire (Mravec et al., 2017) grâce à 

leur action de déméthylestérification des pectines, qui va promouvoir l’action des 

endopolygalacturonases dégradant les pectines. A un pH basique et en présence d’ions Ca2+, 

les PME permettent aussi le renforcement de la paroi grâce à la formation d’un gel de 

pectines (Micheli, 2001). On observe également des gènes de synthèse des polymères de la 

paroi (cellulose synthase) et de modification de ses polymères comme par exemple une XTH 

(Xyloglucan endoTransglucosylase/Hydrolase). Cette enzyme permet la modification des 

polymères de xyloglucanes, et notamment la création d’un réseau de xyloglucanes et de 

cellulose (Song et al., 2018). Ces polymères seraient, selon Ropitaux et al. (2019), essentiels 

à la cohésion du mucilage et à la liaison des AC-DC entre elles grâce à la formation de ce 

réseau de xyloglucane et de cellulose. 

Dans la catégorie carbohydrates, on observe la surexpression de gènes codants pour des 

enzymes du métabolisme du saccharose (glyma14g03300.1 et glyma17g04160.1), une α-

galactosidase qui permet l’hydrolyse de résidus α-D-galactoses ou encore un gène codant 

pour une enzyme de synthèse du tréhalose (glyma12g36280.1). Ce disaccharide joue 

notamment un rôle dans le contrôle de la croissance et du développement des plantes, mais 

aussi dans la résistance aux stress abiotiques et biotiques (Phan et Van Dijck, 2019). En effet, 

le tréhalose pourrait être considéré comme un éliciteur par la plante, sa détection ayant 

induit la transcription de gènes de défense tels que le facteur de transcription WRKY6 et une 

PR-protéine (la β-1,3-glucanase) chez Arabisopsis. Parmi les gènes sur-exprimés chez les AC-
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DC lors de l’élicitation avec PEP-13, on retrouve un gène codant pour une β-1,3-glucanase 

(Tableau 9, catégorie enzymes ; glyma03g28870.1) et deux gènes codants pour des facteurs 

de transcription WRKY et WRKY20 (catégorie transcription factor ; glyma02g01420.1 et 

glyma02g46690.1). La surexpression de ces gènes pourrait donc être due à la présence de 

tréhalose.  

D’autres facteurs de transcription impliqués dans la défense sont sur-exprimés en 

réponse à PEP-13, comme les facteurs de transcription MYB (myeloblastosis) et bZIP (basic 

leucine zipper) qui sont connus pour être exprimés en réponse à un stress biotique et 

notamment chez le soja en réponse au champignon Phakopsora pachyrhizi Syd & P. Syd 

(Aoyagi et al., 2014 ; Alves et al., 2015). Ces facteurs de transcription, MYB et bZIB, sont 

activés par phosphorylation. Les protéines kinases impliquées n’étant pas identifiées chez le 

soja, on peut tout de même noter que parmi les gènes sur-exprimés en réponse à PEP-13, 23 

gènes codent pour des protéines ayant une activité kinase (Tableau 9, proteins, signal 

regulation). L’activation de ces facteurs de transcription liés à la réponse de défense pourrait 

donc avoir lieu. Enfin, on retrouve aussi des régulateurs négatifs de la voie des protéines 

kinases, notamment trois gènes codants des PP2C (protéine phosphatase de type 2c) sont 

sur-exprimés (Tableau 9, proteins).  

Les protéines kinases ne sont pas les seules protéines de régulation des signaux 

retrouvées dans la catégorie signal regulation. En effet, on retrouve aussi cinq gènes codants 

pour des acteurs de la signalisation par les protéines G (glyma07g07980.1 ; 

glyma07g09330.1 ; glyma09g40480.1 ; glyma15g01660.1 ; glyma18g52450.1), impliquées 

dans la transduction de divers signaux dont les stress biotiques (Pandey, 2019) ; ainsi que six 

gènes codants pour des acteurs de la signalisation calcique (glyma04g40460.1 ; 

glyma06g04950.1 ; glyma06g14300.1 ; glyma07g09070.1 ; glyma18g45350.1 ; 

glyma19g40050.1). La signalisation calcique, et notamment l’influx de calcium qui la 

déclenche, est bien connue pour intervenir lors de la détection d’un éliciteur par son PRR 

associé et pour être un élément important de la PTI (Tuteja et Mahajan, 2007 ; Saijo et al., 

2018). L’activation de cette voie semble donc confirmer que PEP-13 aurait bien été détecté 

par les AC-DC du soja, grâce à un récepteur PRR et aurait activé la PTI.  

L’activation de la PTI des cellules végétales implique divers acteurs, parmi lesquels on 

retrouve notamment la production de la phytohormone éthylène (Saijo et al., 2018). Pour la 
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catégorie hormones, on observe principalement la surexpression de gènes impliqués dans la 

voie de l’éthylène (glyma13g21120.1, glyma13g28970.1, glyma15g08370.1, 

glyma20g33800.1). Cette hormone est aussi connue chez les plantes pour son action lors de 

la maturation des fruits, de l’abscission, de la sénescence des fleurs, lors de la germination 

des graines ou encore en réponse à un stress abiotique ou biotique (Mattoo, 2018 ; Saijo et 

al., 2018). Chez le soja, cette hormone est induite dans les racines en réponse à Fusarium 

oxysporum et jouerait donc un rôle dans la défense de celles-ci (Lanubile et al., 2015). De 

plus, il a été montré par Yang et al., en 2019 que le phytopathogène Phytophthora sojae 

Kaufm. & Gerd., était capable d’inhiber la synthèse de l’éthylène chez le soja grâce à son 

effecteur PsAvh238 (avirulence homologue) qui interagit avec l’enzyme 1-

aminocyclopropane-1-carboxylate synthase (ACS). Enfin, dans la catégorie enzymes du 

tableau 9, deux lipases avec un motif GDSL sont retrouvées. Ces lipases sont connues pour 

leur action de modulation du signal de l’éthylène chez Arabidopsis ou encore chez le riz (Kim 

et al., 2014 ; Zhao et al., 2020). L’éthylène pourrait donc être un acteur important de la 

défense du soja face à P. sojae, organisme à partir duquel PEP-13 a été isolé.  

Un dernier exemple de gène sur-exprimé en réponse à PEP-13 est celui codant pour la 

patatine (Tableau 9, development). Cette glycoprotéine est une protéine de réserve (Souza 

Cândido et al., 2011) présentant une activité phospholipase. Les phospholipases sont des 

enzymes dégradant la membrane plasmique, et relâchant donc divers lipides (diacylglycerol, 

phosphatidic acid, lysophospholipides…) qui vont être reconnus par la cellule végétale 

comme des DAMPs, induisant l’activation de cascades de MAP Kinases, des changements de 

pH cytoplasmique, ou encore la régulation de gènes PR (pathogenesis-related) (D’Ambrosio 

et al., 2017 ; Li et Wang, 2019). Deux autres gènes codant pour des phospholipases ont de 

plus été détectés dans la catégorie enzymes (glyma15g02710.1 ; glyma15g16270.1). Il 

semble donc que les phospholipases, dont la patatine, jouent un rôle dans la réponse des 

AC-DC à l’éliciteur PEP-13. 

Enfin, l’analyse Mapman du protéome des AC-DC a permis d’identifier deux protéines sur-

exprimées en réponse à PEP-13 (cf Résultats, I-2-3 ; Tableau 12). L’une, classée dans la 

catégorie stress, correspond à une osmotine (glyma05g38110.1). Les osmotines 

correspondent aux protéines de défense PR-5 et sont connues pour intervenir dans la 

défense des plantes face aux stress biotiques induits par les champignons, virus ou bactéries 
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(Hakim et al., 2018), mais aussi dans la réponse de défense à l’oomycète Phytophthora 

capsici Leonian, chez le poivre (Piper nigrum L.) (Vandana et Suseela Bhai, 2018). La seconde 

protéine détectée, classée dans la catégorie specialized metabolism, est une protéine 

impliquée dans la synthèse de la lignine (glyma18g38670.1). Les lignines participent au 

renforcement de la paroi et notamment dans la réponse du soja à une infection par 

Phytophthora sojae (Yan et al., 2019 ; Wang et al., 2020). Ces deux protéines semblent donc 

être impliquées dans la réponse des AC-DC du soja à PEP-13.  

L’éliciteur PEP-13 semble donc induire, chez les AC-DC (Figure 65), l’activation de la PTI 

(production de ROS grâce aux peroxydases, activation de la signalisation calcique et facteurs 

de transcription, production d’éthylène, et d’enzymes kinases). En complément de 

l’activation de la PTI, le renforcement de la paroi (production de lignines et PME) ainsi que le 

renforcement du mucilage semblent être activés grâce à la production de PME, de cellulose 

et la création de réseaux de xyloglucanes et de cellulose grâce à la production de XTH 

(Xyloglucan endoTransglycosylase/Hydrolase). 

De plus, des mécanismes de transmission du signal de défense semblent être mis en 

place. Notamment grâce à l’accumulation de tréhalose, de patatine et de phospholipases qui 

vont permettre la formation de DAMPs. Ces DAMPs vont être détectés par la cellule elle-

même ainsi que celles environnantes, créant ainsi une boucle d’activation de la PTI chez les 

AC-DC.  
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Au bout de 5 jours, pour les AC-DC, la détection de PEP-13 par son PRR associé entraine la phosphorylation de 
kinases, aboutissant à l’activation de facteurs de transcription (TF). Les RLCK (receptor-like citoplasmic kinase) 
vont activer des peroxydases et permettre la synthèse de ROS (reactive oxygen species). Ces ROS peuvent être 
converties en H2O2 par les protéines germin-like. La réponse à PEP-13 inclut également la synthèse de PME 
(pectine méthylestérases), de tréhalose, de patatines, d’osmotines ou PR-5 (pathogenesis related), d’éthylène, 
de cellulose ou encore de XTH (Xyloglucan endoTransglucosylase/Hydrolase). Ces acteurs vont permettre le 
renforcement de la paroi (CW : cell wall) et le remodelage du mucilage, ainsi que la production de DAMPs et 
l’élicitation des cellules environnantes. Enfin, la synthèse de PP2C (protéine phosphatase de type 2C) permet 
l’inhibition des kinases. Ce schéma est une synthèse des observations réalisées précédemment sur une 
sélection de transcrits et protéines issus de notre étude, et n’est pas une représentation de la totalité de la 
réponse des AC-DC à PEP-13. En effet d’autres transcrits et protéines sur-exprimées en condition élicitée n’ont 
pas été pris en compte pour la réalisation de ce schéma. Figures pleines : données transcriptomiques ; figures 
sans remplissage : données protéomiques (ici PR-5 et lignin). Figure inspirée de celle de Saijo et al., 2018.   

Figure 65 : Synthèse de l’observation de mécanismes activés en réponse à PEP -13 chez les 
AC-DC de racines de soja  
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I-2 Réponse à PEP-13 des racines 

Pour les racines, on observe quatre gènes classés dans la catégorie stress et dont 

l’expression est positivement régulée (Tableau 10). Parmi ceux-ci, on retrouve notamment 

deux gènes codant pour des protéines permettant la reconnaissance des pathogènes : une 

protéine possédant un domaine récepteur TIR-NB-LRR (Toll/interleukin 1 receptor 

nucleotide-binding leucine-rich repeat ; glyma16g03780.1), et une protéine possédant un 

domaine récepteur NBS-LRR (nucleotide binding – leucine rich repeat ; glyma09g02420.1). 

Ces domaines sont connus pour leur capacité à se lier à un effecteur provenant d’un 

pathogène grâce au domaine LRR, cette liaison induisant l’activation d’une fonction de 

clivage du NADP+ lorsqu’il y a présence d’un domaine TIR, ainsi que l’activation du processus 

de mort cellulaire et la transcription de gènes de défense grâce au domaine NBS (Chang et 

al., 2019). Ces deux protéines, dont les transcrits d’ARN sont détectés dans la racine en 

réponse à PEP-13, pourraient donc jouer un rôle dans la reconnaissance des effecteurs des 

oomycètes du genre Phytophthora.  

De plus, une chitinase potentielle a été détectée parmi les gènes positivement régulés par 

PEP-13. Les chitinases sont des enzymes qui permettent de dégrader la chitine de la paroi 

des pathogènes fongiques (Malik, 2019). Cependant, une étude de Rocha et al., en 2015 a 

montré la présence de chitinases dans les exsudats du soja en réponse au nématode 

Meloidogyne incognita Kofoid & White, celle-ci pouvant être expliquée par la présence de 

chitine dans les œufs produits par ce nématode (Rocha et al., 2015). En revanche, les 

chitinases ne semblent pas spécifiques de la réponse du soja aux oomycètes (Zhao et al., 

2013 ; Dong et al., 2019). Un blast des peptides de la séquence de PEP-13 sur la base de 

données NCBI des protéines des champignons permet d’observer, pour une couverture de 

100% et un pourcentage d’identité de 84,62%, une correspondance avec une protéine de 

Catenaria anguillulae Sorokin (N° d’accession ORZ39265.1) ainsi qu’à d’autres protéines 

appartenant à des champignons du genre Xylaria, Cladophialophora, Rhizophagus ou encore 

Glomus. Il se pourrait donc que PEP-13 soit reconnu comme un motif appartenant aux 

oomycètes mais aussi aux champignons par la racine de soja.  

La reconnaissance de PEP-13, par son récepteur PRR associé devrait engendrer la 

transduction d’un signal, le plus souvent sous forme d’une cascade de phosphorylation de 

protéines kinases. Parmi les gènes de la catégorie signal regulation régulés positivement en 
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réponse à PEP-13, on retrouve notamment une seule kinase (glyma19g31110.1), ainsi qu’un 

récepteur du glutamate (glyma12g32020.1), une protéine intervenant dans la réponse à la 

lumière (glyma02g17240.1) et enfin sept gènes codants pour des acteurs de la signalisation 

par les protéines G. Les protéines G semblent donc être impliquées dans la réponse des 

racines à PEP-13. Pour rappel, ces protéines sont impliquées dans un grand nombre de 

processus biologiques, dont la réponse aux stress biotiques (Pandey, 2019). Leur action 

aboutissant à l’activation de facteurs de transcription. 

Parmi les facteurs de transcription régulés positivement en réponse à PEP-13, on retrouve 

un transcrit qui semble appartenir à la famille des MYB (myeloblastosis ; glyma08g20270.1), 

connu pour être exprimé en réponse à un stress biotique et notamment chez le soja en 

réponse au champignon Phakopsora pachyrhizi Syd & P. Syd (Aoyagi et al., 2014). D’autres 

facteurs de transcriptions sont aussi retrouvés comme par exemple le facteur de 

transcription ARF (auxin response factor) ou encore un facteur de transcription de la réponse 

à l’éthylène ERF (ethylene-response factor ; glyma02g08020.1). 

Dans la catégorie hormones, cinq gènes positivement régulés apparaissent. Ceux-ci sont 

tous les cinq annotés comme faisant partie des voies de synthèse, de transduction du signal 

ou de réponse à l’éthylène. La voie de l’éthylène, indiquant une réponse de défense (Van der 

Ent et Pieterse, 2018) et notamment lors de la PTI (Saijo et al., 2018), semble donc être 

activée dans les racines en réponse à PEP-13.  

L’activation de la défense des cellules végétales, et notamment lors de la PTI, passe aussi 

par le renforcement de la paroi. Dans la catégorie cell wall, un gène codant pour une pectine 

méthylestérase (PME) et son inhibiteur a été détecté. Les PME sont impliquées dans le 

renforcement ou le relâchement de la paroi en fonction du pH et de la présence d’ions Ca2+ 

(Micheli, 2001). Ces enzymes sont aussi impliquées dans le détachement des AC-DC (Mravec 

et al., 2017). La présence de ce transcrit en réponse à PEP-13 pourrait donc être à l’origine 

d’un renforcement de la paroi de la racine, ou d’une augmentation de la production d’AC-DC 

par la racine en réponse à l’éliciteur PEP-13.  

Trois enzymes de synthèse de lipides sont aussi retrouvées dans la catégorie other 

metabolisms, dont la 3-ketoacyl-CoA synthase, qui est fortement sur-exprimée en condition 

élicitée (Log2 (FC) = 5,58). Il semblerait donc qu’en réponse à PEP-13, les racines augmentent 
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fortement leur synthèse des lipides. Ces lipides, pouvant former des membranes, pourraient 

donc être utilisés pour le transport vésiculaire, ou pour l’élongation des cellules racinaires. 

En effet, la formation des cellules bordantes passerait par une étape d’élongation cellulaire 

(Mravec et al., 2017).  Dans la catégorie cell wall, correspondant aux gènes de synthèse ou 

de modification de la paroi, quatre gènes sont retrouvés. Parmi ceux-ci, deux correspondent 

à des expansines (glyma09g37090.1 et glyma17g15670.1) qui permettent le relâchement de 

la paroi (Cosgrove, 2015), nécessaire à la croissance cellulaire. Les racines semblent donc, en 

réponse à PEP-13, augmenter leur production d’AC-DC. En effet il a été observé une 

augmentation significative de la quantité d’AC-DC dans le RET du pois lors d’une infection de 

celui-ci par l’oomycète Aphanocyces euteiches Drechsler par Cannesan et al., en 2011. Une 

réponse similaire pourrait donc être enclenchée en réponse à l’éliciteur PEP-13, provenant 

des oomycètes du genre Phytophthora. 

La dernière enzyme apparaissant dans la catégorie cell wall est une enzyme de synthèse 

de rhamnose (glyma08g15680.1). Le rhamnose est notamment retrouvé dans le RGI et dans 

d’autres polymères pariétaux. Celui-ci pourrait donc, par exemple, être synthétisé dans le 

but de renforcer la paroi grâce au RGI (Harholt et al., 2010). 

Divers gènes codant pour des acteurs de la synthèse et de la dégradation des protéines 

sont retrouvés dans la catégorie proteins. Notamment une sous-unité de type alpha du 

protéasome (glyma02g05190.1), deux protéines contenant un domaine F-box 

(glyma03g41530.1 ; glyma19g44130.1), ou encore des protéines ribosomales 

(glyma10g36070.1 ; glyma03g39480.1 ; glyma03g35530.1 ; glyma15g04670.1), permettant 

donc la synthèse de protéines. Trois glycosyltransférases sont retrouvées dans la catégorie 

enzymes, ainsi qu’une α-manosidase. Il semble donc qu’en réponse à PEP-13, la production 

de glycoprotéines (comme des HRGPs) ou de polysaccharides soit positivement régulée. 

Parmi les glycoprotéines, certaines sont connues pour jouer un rôle dans les mécanismes de 

défense racinaire, comme par exemple les AGPs qui ont été retrouvées dans les exsudats 

racinaires de différentes plantes, et qui, chez le pois, possèdent une action chimio-

attractante sur les zoospores d’Aphanomyces euteiches (Cannesan et al., 2012). De plus, les 

AGPs ont aussi un rôle dans la croissance cellulaire (Willats et Knox, 1996 ; Nibbering et al., 

2020), et pourraient donc jouer un rôle dans la maturation des AC-DC qui vont croître et 

parfois s’incurver tout en se détachant de l’apex racinaire (Mravec et al., 2017).  
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Dans la catégorie transport, on retrouve notamment deux transporteurs impliqués dans 

la détoxification de la cellule (glyma01g03090.1 ; glyma12g32010.1), un transporteur de 

potassium (glyma08g02290.1) ou encore de magnésium (glyma06g16670.1).  

Enfin, dans la catégorie DNA, on retrouve principalement des gènes de réparation de 

l’ADN, il semble donc que la détection de PEP-13 induise la mise en place de complexes de 

réparation de l’ADN, en prévision d’une éventuelle dégradation de celui-ci.  

Pour finir, l’analyse Mapman du protéome des racines de soja en réponse à PEP-13 a 

permis de détecter cinq protéines sur-exprimées en réponse à l’élicitation. Parmi ces 

protéines, on retrouve deux protéines ribosomales (glyma10g02060.1 et glyma19g39570.1), 

impliquées dans la synthèse des protéines ; une protéine permettant le transport 

transmembranaire du calcium (glyma19g35960.1), nécessaire à l’activation de la PTI (Abdul 

Malik et al., 2020) ; une histone (glyma10g03840.1) et une protéine chloroplastique 

(glyma13g27810.1) classées dans la catégorie unknown/unclassified et une kiwelline 

(glyma13g39890.1) dans la catégorie development. Les kiwellines sont des protéines 

connues pour leur implication dans la défense des plantes face aux pathogènes (Bange et 

Altegoer, 2019) et notamment chez le maïs pour leur interaction avec l’effecteur Cmu1 

(chorismate mutase) ; qui perturbe la synthèse d’acide salicylique, provenant du champignon 

Ustilago maydis (DC.) Corda (Wildermuth, 2019). Des kiwellines ont également été détectées 

dans la réponse de la pomme de terre à l’oomycète Phytophthora infestans (Ali et al., 2014).  

L’éliciteur PEP-13 semble donc induire, chez les racines de soja et au bout de 5 jours 

d’élicitation (Figure 66), des mécanismes de défense comme la détoxification, la synthèse de 

chitinases et de kiwellines, ou encore de protéines de détection des effecteurs, la synthèse 

de lipides, de PME et d’expansines pouvant permettre au niveau de l’apex racinaire la 

libération d’AC-DC. La transmission du signal de défense semble pouvoir être assurée par les 

protéines G dont un grand nombre de transcrits permettant leur régulation ont été 

positivement régulés par PEP-13.   
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Au bout de cinq jours, pour la racine, la reconnaissance de PEP-13 par son récepteur semble activer des 
mécanismes de défense comme la détoxification, la réparation de l’ADN, ou la synthèse de chitinases et de 
kiwellines. De plus, il semble que la production d’AC-DC soit positivement régulée. En effet, certaines protéines 
permettant leur différenciation (pectine méthylestérase et expansines) ainsi que la synthèse de lipides 
pourraient être impliquées dans ce mécanisme. Ce schéma est une synthèse des observations réalisées 
précédemment sur une sélection de transcrits et protéines détectées lors de notre étude, et n’est pas une 
représentation de la totalité de la réponse des racines à PEP-13. En effet d’autres transcrits et protéines sur-
exprimées en condition élicitée n’ont pas été pris en compte pour la réalisation de ce schéma. Figures pleines : 
données transcriptomiques ; figures sans remplissage : données protéomiques (ici kiwellin) ; TF : facteur de 
transcription ; TIR-NB-LRR : Toll/interleukin 1 receptor nucleotide-binding leucine-rich repeat ; NBS-LRR : 
nucleotide binding – leucine rich repeat ; RGI : rhamnogalacturonane de type I ; AGP : arabinogalactan protein ; 
CW : cell wall. Figure inspirée de celle de Saijo et al., 2018. 

 

I-3 Réponses à PEP-13 des AC-DC et des racines 

L’observation des réponses des AC-DC et des racines à PEP-13 permet donc d’observer 

tout d’abord une réponse de défense, et notamment l’activation de la voie de l’éthylène 

dans ces deux zones. Dans un second temps, on observe que la réponse de ces deux 

éléments semble très différente. En effet, les racines vont mettre en place des mécanismes 

de défense comme la détoxification ou la réparation de l’ADN, ainsi que la synthèse de 

différentes molécules permettant d’aboutir à la différenciation des AC-DC et donc à 

l’augmentation de leur population. Les AC-DC quant à elles semblent réaliser une activation 

de la PTI, ainsi que la synthèse de molécules permettant la formation de DAMPs (tréhalose, 

patatines, germins-like). Les AC-DC vont de plus activer le renforcement de leur paroi ainsi 

que le remodelage du mucilage. 

Figure 66 : Synthèse de l’observation de mécanismes activés en réponse à PEP -13 chez les 
racines de soja  
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 Ces réponses distinctes entre les AC-DC et la racine semblent donc confirmer les études 

ayant précédemment montré une différence des réponses à l’élicitation en fonction des 

zones racinaires (Millet et al., 2010 ; Haerizadeh et al., 2011 ; Chuberre et al., 2018).  

Enfin, si l’on compare les réponses des AC-DC et des racines de notre étude à celles 

obtenues chez le soja en réponse à des éliciteurs provenant de P. sojae (Tableau 21 ; Parker 

et al., 1988 ; Graham et al., 2003 ; Daxberger et al., 2007), on retrouve des résultats 

concordants.  

On observe tout d’abord que les réponses observées semblent correspondre aux résultats 

obtenus par Parker et al., en 1988. En effet, la production de glycéollines par les cotylédons 

et les cellules en culture de soja n’avait pas été observée lors d’une élicitation avec la partie 

protéique d’un extrait de paroi de P. sojae (contenant donc PEP-13). A l’inverse, l’élicitation 

des cotylédons et des cellules en culture de soja par la partie glycannique de l’extrait de 

paroi de P. sojae avait permis l’accumulation de glycéollines. Parmi les transcrits sur-

exprimés en réponse à PEP-13 (avec un FC supérieur ou égal à 1,5 une p-value inférieure à 

0,05 et possédant une annotation), le glycinol 4-dimethylallyltransferase, enzyme 

responsable de la synthèse de glycéollines et le facteur de transcription MYB29A2 

permettant leur synthèse (Jahan et al., 2020), n’ont pas été détectés. Il ne semble donc pas 

qu’il y ait une production de glycéollines dans les racines ou dans les AC-DC en réponse à 

PEP-13.  

Ensuite, les études de Graham et al., en 2003 et Daxberger et al., en 2007 ont montré 

chez les cotylédons et les cellules en culture de soja, une production des protéines PR-2, PR-

4 et PR-6 (Graham et al., 2003) ainsi que des MAPK1, MAPK3 et MAPK6 (Daxberger et al., 

2007) en réponse aux β-glucanes de la paroi de P. sojae. Chez les AC-DC, aucune de ces 

molécules n’a été retrouvée parmi les transcrits sur-exprimés en réponse à PEP-13. Chez les 

racines, seule l’une de ces molécules : une endoglucanase a pu être retrouvée parmi les 

transcrits sur-exprimés en réponse à PEP-13 (log2 du FC = 1,27 soit environ FC = 2,4 et p-

value = 0,021).  

On observe donc une différence de réponse des racines et des AC-DC par rapport aux 

cotylédons et aux cellules en culture du soja, face à des éliciteurs provenant de 
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Phytophthora sojae. La réponse des différents tissus et zones semble dépendre aussi de la 

nature de l’éliciteur utilisé (ici peptidique ou glycannique).  

  

Pour finir, la comparaison des résultats obtenus grâce aux analyses transcriptomique et 

protéomique des réponses des AC-DC et des racines à PEP-13 a montré des résultats 

différents, notamment dans le nombre de processus biologiques impliqués. En effet, le 

nombre de protéines détectées comme différentiellement exprimées en protéomique (31 

pour les AC-DC et 13 pour les racines) est largement inférieur au nombre de gènes détectés 

comme différentiellement exprimés en transcriptomique (2295 pour les AC-CD et 553 pour 

les racines), ce qui peut expliquer en partie cette différence.  

Le fait qu’un plus grand nombre de transcrits d’ARN soit détecté par rapport aux 

protéines ne semble pas très étonnant si l’on observe les résultats obtenus dans la 

bibliographie pour les différentes analyses protéomiques (ex : Bai et al., 2019 qui ont 

détectés 131 protéines différentiellement exprimées en réponse à une inoculation avec 

Funneliformis mosseae Walker & Schüßler) et transcriptomiques (ex : Lanubile et al., 2015 

qui ont détecté 1659 gènes différentiellement exprimés en réponse à une inoculation avec 

une souche pathogène de Fusarium oxysporum Schltdl.) réalisées sur la racine du soja.  De 

plus, lors d’un stress abiotique comme un stress salin (Sobhanian et al., 2010) ou un stress 

hydrique d’excès d’eau (Komatsu et al., 2009) le nombre de protéines différentiellement 

Tableau 21 : comparaison de la réponse à PEP -13 des AC-DC et de la racine du soja aux 
réponses obtenues dans la bibliographie à des éliciteurs provenant de Phytophthora sojae  
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exprimées est beaucoup plus faible (respectivement 14 et 34 protéines) et se rapproche 

donc des 44 protéines (31 chez les AC-DC + 13 chez les racines) différentiellement exprimées 

détectées dans notre analyse. 

Cependant, un total de 44 protéines différentiellement exprimées chez les racines et les 

AC-DC en réponse à PEP-13 semble assez faible par rapport aux 131 obtenues dans l’étude 

de Lanubile et al., en 2019.  Il est donc possible qu’un certain nombre de protéines n’aient 

pas été détectées avec la méthode utilisée dans notre analyse, mais une différence 

importante entre ces deux analyses : la nature du traitement appliqué, pourrait expliquer en 

partie cette différence. En effet, dans notre étude la racine et les AC-DC de soja sont 

confrontées à une élicitation par un peptide PEP-13 avec un FC minimal de 1,5, alors que 

dans l’étude de Bai et al., en 2019, la racine de soja est inoculée avec un champignon 

mycorhizien et le FC minimal retenu est de 1,2. Une inoculation avec un organisme entier 

pourrait donc induire une réponse plus complexe que la réponse à un éliciteur seul, 

expliquant donc, avec la différence de FC minimal, un nombre de protéines 

différentiellement exprimées plus faible dans notre étude. La base de données utilisée pour 

l’identification des peptides étant la même dans notre étude et celle de Bai et al., (Uniprot) 

la différence de nombre de protéines détectées ne semble donc pas provenir de ce 

paramètre. Cependant, un test d’identification des protéines à partir du transcriptome 

réalisé dans notre étude et donc sur la même variété de soja (CASTETIS) serait susceptible de 

nous permettre d’identifier un plus grand nombre de protéines.  

 

I-4 Identification du récepteur de PEP-13 

Dans le but d’identifier le récepteur de PEP-13, une analyse bio-informatique a été 

réalisée sur les gènes sur-exprimés en réponse à PEP-13 et étant annotés comme récepteurs 

ou non annotés sur la base de données Uniprot. Grâce à cette analyse, 20 gènes ont été 

identifiés comme potentiels récepteurs chez les AC-DC et chez les racines. Cependant, aucun 

gène commun à ces deux zones n’a été détecté parmi les gènes dont le FC est supérieur ou 

égal à 1,5 et la p-value inférieure à 0,05. Il est donc possible que le récepteur de PEP-13 ne 

soit pas sur-exprimé (ou avec un FC inférieur à 1,5) en réponse à celui-ci après cinq jours 

d’élicitation dans l’une ou dans les deux zones. De plus, le récepteur dont le transcrit atteint 
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le FC le plus important parmi les 20 détectés a été analysé avec I-TASSER afin de prédire un 

modèle de structure 3D pour celui-ci. La prédiction obtenue semble indiquer que celui-ci ne 

correspond pas à un récepteur de PEP-13.  

Parmi les récepteurs potentiels détectés par DRAGO2, on retrouve des récepteurs de 

classe CN (coiled-coil (CC) nucleotide binding site (NBS)), N (NBS), RLK (receptor like kinase), 

RLP (receptor like protein), T (toll/interleukine receptor), et L (LRR : leucine rich repeat) ainsi 

que des kinases transmembranaires ou non. Selon Santana Silva et Micheli en 2020, 13 

classes différentes de récepteurs ont été identifiées (Figure 67). Ces classes sont composées 

d’un ou plusieurs domaines parmi les dix identifiés sur la figure 67. Cependant, l’outil utilisé 

pour notre analyse ne permet pas de détecter les domaines RPW8 (resistance to powdery 

mildew 8), GNK2 (ginkobilobin 2) et MLO (midew resistance locus). Les potentiels récepteurs 

de type RPW8NL (RPW8, NBS, LRR), MLO et RLK-GNK2 n’ont donc pas pu être identifiés 

parmi la liste des gènes analysés.  

 

Treize classes de récepteurs ont été décrites, celles-ci sont composées d’un ou plusieurs domaines parmi les dix 
identifiés pour le moment. Les domaines et classes de récepteurs encadrés en rouge correspondent à ceux 
détectés par DRAGO2 dans la liste des vingt gènes détectés comme potentiels récepteurs de PEP13. Les 
domaines et classes de récepteurs représentés avec une croix noire correspondent à ceux qui ne peuvent pas 
être détectés par DRAGO2. CC : coiled-coil ; NBS : nucletide binding site ; LRR : leucine rich repeat ; TIR : 
toll/interleukine receptor ; RPW8 : resistance to powdery mildew 8 ; STK : serine threonine kinase ; RLK : 
receptor like kinase ; PTO : receptor-like protein ; GNK2 : ginkobilobin 2 ; MLO : mildew resistance locus. Figure 
adaptée de Santana Silva et Micheli, 2020.  

  

Figure 67 : Schéma des différentes classes de récepteurs connues ainsi que les domaines qui 
les composent 
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II. Analyse génomique de l’ADNex du RET du soja 

L’analyse génomique réalisée sur l’ADNex du RET de soja en condition élicitée ou témoin 

a permis d’obtenir des reads s’alignant sur l’ensemble de l’ADN (chromosomique, plastidial 

et mitochondrial) du soja. Des différences d’alignement ont été observées en fonction (i) de 

l’ADN sur lesquel a été aligné l’ADNex, et (ii) de la position des reads sur les chromosomes. 

Par contre, de très faibles différences ont été observées entre les conditions élicitée et non 

élicitée. 

II-1 Différences de couverture entre l’ADN chromosomique et l’ADN des 

organites 

L’alignement des reads d’ADNex sur l’ensemble du génome du soja a montré une 

différence majeure : la différence de couverture entre l’ADNchr et les ADNm et ADNp. En 

effet, même si un plus grand nombre de reads s’alignent sur l’ADN chromosomique par 

rapport à l’ADN des organites, un meilleur taux de couverture est observé pour les ADN 

mitochondrial et plastidial (12,62 X en condition élicitée et 17,29 X en condition non élicitée) 

que pour l’ADNchr (0,22 X en condition élicitée et 0,25 X en condition non élicitée) (Tableau 

18). Cette contradiction s’explique par la différence de taille entre l’ADNchr (942,21 Mb) et 

l’ADN des organites (0,55 Mb).  

Il semble donc que l’ADNex soit un mélange des ADNchr, ADNm et ADNp. Cependant, 

l’ADNchr semble moins bien représenté que les ADNp et ADNm au sein du RET. Ceci pourrait 

être lié à une meilleure conservation des ADNp et ADNm comparé à l’ADNchr dans le milieu 

extracellulaire. Selon Sirois et Buckley en 2019, la persistance de l’ADN dans le sol dépend de 

différentes propriétés extrinsèques (milieu extracellulaire) ou intrinsèques (propriétés de 

l’ADN). Dans le cas du RET, les ADNchr, ADNp, et ADNm sont libérés dans le même milieu 

extracellulaire et se retrouvent dans le mucilage du RET. La persistance différentielle de ces 

séquences d’ADN ne peut donc pas être expliquée par un critère extrinsèque. Parmi les 

critères intrinsèques pouvant jouer sur la persistance de l’ADN extracellulaire, on retrouve 

par exemple le pourcentage en bases G et C, ou encore sa masse moléculaire (Nagler et al., 

2018 ; Sirois et Buckley 2019). En effet, la stabilité d’une séquence d’ADN est en partie 

régulée par son ratio de bases G et C par rapport aux bases A et T. Les bases A et T étant 

moins stables que les bases G et C (Yakovchuk et al., 2006 ; Zhang et al., 2014). Or, si l’on 
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compare les pourcentages de GC des différentes séquences d’ADN chromosomique (35% GC, 

Schmutz et al., 2010), mitochondrial (45% GC, Chang et al., 2013) et plastidial (34% GC, Saski 

et al., 2005) du soja, on observe un pourcentage en GC plus élevé chez l’ADN mitochondrial, 

et un pourcentage similaire de GC entre l’ADN chromosomique et l’ADN plastidial. Cette 

variable permet d’expliquer une possible meilleure conservation de l’ADNm par rapport à 

l’ADNchr mais ne justifie pas la persistance supérieure de l'ADNp.  

La masse moléculaire de l’ADN, et notamment la taille des séquences semble elle aussi 

conférer une meilleure stabilité à l’ADN extracellulaire. En effet, selon une étude d’Ogram et 

al., en 1988, la masse moléculaire des séquences d’ADN serait directement corrélée à leur 

adsorption par le sol. Au sein du RET et dans nos conditions d’études, l’ADNex n’est pas en 

contact avec le sol mais avec les autres molécules du RET. Or, selon Douarch 2007, l’ADN 

peut être adsorbé par une surface chargée positivement. Il est donc envisageable que 

l’ADNex puisse se lier à des composants du RET chargés positivement (comme les histones, 

Dangl et al., 2001), améliorant ainsi sa conservation. Cependant, il n’existe encore aucunes 

données concernant la taille des séquences d’ADNex en fonction de leur origine 

(chromosomique ou organelles) qui pourrait permettre d’expliquer une meilleure 

conservation de l’ADN des organelles par rapport à l’ADN chromosomique.  

Il est aussi envisageable que l’ADNex ait été fragmenté suite à une lyse cellulaire des AC-

DC ou d’autres cellules racinaires. Dans ce cas, la taille et la conservation des séquences 

d’ADNex dépendraient donc de l’action de DNAses sur celui-ci. Or, certaines DNAses seraient 

impactées négativement par la méthylation de l’ADN (Böckelmann et al., 2006). Une 

différence de méthylation pourrait donc expliquer une différence de conservation de ces 

ADN.  

Si l’on observe les données de la littérature concernant la méthylation de l’ADN des 

plantes, on peut constater que la méthylation semble être espèce-spécifique (Fulnecek et 

al., 2002) mais aussi organelle-spécifique. En effet la méthylation de l’ADNchr et de l’ADN 

des organelles n’est pas la même (Vanyushin, 2006). Deux types principaux de méthylation 

sont retrouvés chez les plantes : la méthylation m5C (5-méthylcytosine) et m6A (N6-

methyladenine). Or, il a été montré que seule la méthylation de type m6A est retrouvée dans 

l’ADN mitochondrial des plantes. Les deux types de méthylation (m6A et m5C) ont cependant 

été retrouvés dans l’ADN des plastes. Il est donc envisageable qu’une différence de 
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méthylation ait entrainé une moins bonne conservation de l’ADN chromosomique du soja 

comparé à son ADN plastidial et mitochondrial. Ainsi il est alors envisageable que la 

conservation de l’ADNex varie en fonction de l’espèce végétale considérée. 

Une autre hypothèse quant à la meilleure couverture de l’ADN mitochondrial et plastidial 

par rapport à l’ADN chromosomique serait celle d’une origine mitochondriale et plastidial de 

l’ADNex. En effet, il a été montré dans la bibliographie que le NET (Neutrophil Extracellular 

Trap), structure retrouvée chez les mammifères et proche du RET des plantes (Driouich et 

al., 2019), pouvait être formé à partir d’ADN d’origine mitochondriale (Yousefi et al., 2009 ; 

Lood et al., 2016). L’élicitation de neutrophiles avec certaines molécules (ex : 

granulocyte/macrophage colony-stimulating factor GM-CSF ; toll-like receptor 4 TLR4) 

permet la formation d’un piège extracellulaire contenant de l’ADN mitochondrial (et ne 

contenant pas d’ADN chromosomique). La formation de ce NET ne nécessitant pas la mort 

cellulaire des neutrophiles (vital NETosis ; Yipp et Kubes 2013). Il est donc possible 

d’envisager une éventuelle libération programmée de l’ADN des organites à l’origine de 

l’ADNex du RET. Cette hypothèse impliquerait donc une libération d’ADNm et d’ADNp de 

façon régulière et n’ayant pas été lysé suite à la mort cellulaire, ce qui expliquerait donc la 

bonne conservation et couverture de l’ADNm et de l’ADNp. La présence d’ADN 

chromosomique de moins bonne qualité et avec une moins bonne couverture, s’expliquerait 

par la lyse des cellules de la racine et des AC-DC.  

De plus, cette hypothèse permettrait d’expliquer les résultats obtenus par Wen et al., en 

2009. En effet, ceux-ci avaient observé que l’ADNex libéré dans le RET du pois semblait 

nouvellement synthétisé (utilisation de dCTP marqué au 32P). Or, la division des plastes n’est 

pas dépendante du cycle cellulaire (Solymosi et al., 2018), et celle-ci semble pouvoir être 

réalisée de façon régulière (de 1 à 4h chez le blé selon Boffey et Lloyd, 1988), grâce à des 

mécanismes de régulation spécifique (Okazaki et al., 2009 ; Chang et al., 2017).  

 Des données préliminaires pouvant appuyer cette hypothèse ont été obtenues au 

laboratoire (Durambur 2020, données non publiées). En effet une coloration au lugol 

(colorant de l’amidon) a été réalisée sur le RET de soja en condition élicitée avec PEP-13 ou 

non (Figure 68). Suite à cette expérience, il semblerait que la quantité d’amyloplastes au sein 

des cellules de l’apex racinaire augmente en réponse à PEP-13 (expérience réalisée sur une 

plante de chaque condition). Une augmentation de la quantité d’amyloplastes dans l’apex 
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racinaire lors de l’élicitation pourrait donc permettre une libération plus importante d’ADN 

plastidial (Solymosi et al., 2018) provenant des amyloplastes au sein du RET et donc 

potentiellement aussi expliquer sa présence plus importante comparé à l'ADN 

chromosomique.  

 
A : Apex racinaire en condition témoin non élicitée, on observe des grains d’amidons contenus dans les 
amyloplastes (grains violacés). B : Apex racinaire en condition élicitée avec PEP-13, un plus grand nombre 
d’amyloplastes semblent être détectés dans les cellules de l’apex. Coloration réalisée sur une plante pour 
chaque condition. Durambur 2020, données non publiées.  

 
Une seconde différence a été observée lors de l’alignement des reads d’ADNex sur le 

génome du soja : la formation de pics dans l’alignement des reads sur les séquences ADN 

des chromosomes.  

II-2 Différences dans l’alignement des reads sur l’ADNchr 

L’alignement des reads d’ADNex sur l’ADN chromosomique a montré une très faible 

couverture de chacun des chromosomes. Cependant certaines zones de l’ADNchr présentent 

des pics du nombre d’alignement de reads, ces pics pouvant atteindre plusieurs centaines de 

counts. Il semble donc que certaines zones de l’ADNchr soient plus conservées au sein de 

l’ADNex. Parmi les zones pour lesquelles les pics sont les plus importants (présents dans les 

six échantillons et toujours supérieurs à 100 counts), on retrouve des séquences spécifiques 

aux Fabacées, trois séquences correspondant à des séquences impliquées dans la réponse 

de défense de la plante, ainsi que de nombreuses séquences répétées.  

Une première explication de la présence de ces pics est que l’ensemble de ces séquences 

pourraient être répétées dans le génome de la plante. En effet la variété utilisée dans cette 

Figure 68 : Coloration de l’apex racinaire de soj a au lugol en conditions élicitée avec PEP -13 
et témoin non élicitée  
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étude (CASTETIS) est différente de la variété utilisée comme génome de référence du soja 

(Williams 82, Schmutz et al., 2010). Il est donc possible que la variété CASTETIS possède dans 

son génome davantage de séquences répétées par rapport à ce génome de référence. Une 

méthode reconnue dans la détection de variants ayant subit une duplication est la détection 

de la variation de la profondeur (c’est-à-dire du nombre de reads) du séquençage d’une 

partie du génome (Wala et al., 2018). La présence de pics, traduisant une augmentation 

locale de la profondeur du séquençage, pourrait donc être le résultat de la présence de 

répétitions dans le génome du soja de la variété CASTETIS. De plus, la présence de gènes de 

défense parmi ces séquences répétées pourrait être expliquée par la sélection variétale à 

l’origine de l’obtention de la variété CASTETIS. En effet, lors de la sélection variétale, les 

critères comme la résistance aux pathogènes, la sensibilité à la verse, la précocité, ou la 

teneur en protéines permettent de déterminer si une variété est intéressante ou non. La 

duplication d’une séquence codant pour un acteur de la défense de la plante face à un 

pathogène pourrait permettre à celle-ci d’acquérir une meilleure résistance aux stress 

biotiques grâce notamment au phénomène de sub-fonctionnalisation (Hurles et al., 2004 ; 

Lefevre et al., 2016), qui permet de diminuer la pléiotropie d’un gène, et serait donc un 

atout pour la plante. 

Une seconde explication à la présence de ces pics serait que ces séquences en particulier 

pourraient être mieux protégées que le reste de l’ADNchr, par exemple grâce à une 

méthylation de ces zones (Böckelmann et al., 2006). En effet, l’ADN génomique de la plante 

est reconnu comme un DAMPs, et celle-ci est capable de différencier son propre ADN de 

celui d’une autre espèce (Duran-Flores et Heil, 2017). Or, parmi les séquences identifiées, 

certaines semblent spécifiques aux Fabacées ou même spécifiques à Glycine max (Tableau 

19). Ces séquences pourraient donc être reconnues comme des DAMPs par les AC-DC au 

sein du RET, et donc initier une réponse de défense des AC-DC (et de la racine), leur 

conférant ainsi une meilleure défense en cas d’attaque par un pathogène. L’ADNex pourrait 

donc avoir une fonction d’éliciteur des AC-DC au sein du RET (et des autres cellules de la 

racine), grâce à ces séquences spécifiques.  
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Conclusion et perspectives 
 

L’objectif de cette étude était de mieux comprendre le RET et sa réponse de défense. 

Pour cela, nous avons réalisé dans un premier temps une étude du transcriptome et du 

protéome des AC-DC et des racines en condition élicitée avec PEP-13 ou non. Cette étude a 

permis de mettre en évidence une réponse à PEP-13 des AC-DC et des racines. De plus, une 

réponse différente a été observée entre ces deux zones. En effet, la réponse des racines 

pourrait conduire à une augmentation de la différenciation des AC-DC, et les AC-DC 

semblent mettre en place le renforcement de leur paroi et le remodelage de leur mucilage 

ainsi que la formation de DAMPs et l’activation de la PTI.  

Lors de cette étude, les AC-DC du RET de soja ont été prélevées afin d’en réaliser le 

transcriptome. Cependant, il a été montré qu’il existait trois différents morphotypes d’AC-DC 

au sein du RET de soja (Ropitaux, 2018). Ces différents morphotypes pourraient donc avoir 

des rôles distincts et donc des réponses propres. Afin d’affiner les résultats obtenus, il serait 

donc intéressant de réaliser le transcriptome de chacun de ces morphotypes, grâce à une 

technique de single-cell RNAseq. Des tests de tris des AC-DC ainsi que d’extraction de leur 

ARN ont déjà été initiés par le laboratoire Glyco-MEV en collaboration avec la plateforme 

ProfileXpert et l’entreprise Cellenion dans le cadre du projet collaboratif d'innovation 

DRAgoNE. Grâce à cette étude, le rôle de chacun des morphotypes d’AC-DC au sein du RET 

de soja pourra être étudié en condition contrôle et en condition d’élicitation par PEP-13.  

L’étude protéomique réalisée sur les AC-DC et les racines de soja nous a permis 

d’identifier un total de 1 535 protéines, ce qui semble assez peu. En comparaison, une étude 

récente du protéome de racine de soja réalisée par Wang et al., en 2020 a permis 

l’identification d’un total de 6 640 protéines grâce à une méthode de labelling TMT (tandem 

mass tag) réalisée à partir de 100 µg de protéines, suivie d’une analyse HPLC LC-MS/MS. Une 

première différence ayant pu influer sur la quantité de protéines identifiées est la quantité 

de protéines utilisées. Wang et al., ont en effet utilisé 100 µg de protéines ; contre, dans 

notre étude, 30 µg de protéines. De plus, Wang et al., ont ensuite fractionné leurs 

échantillons par HPLC avant l’analyse LC-MS/MS. Afin d’améliorer les prochaines études 

protéomiques du soja, une augmentation de la quantité de protéines totales utilisées, ainsi 
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que l’ajout d’une étape de fractionnement par HPLC pourraient éventuellement être 

envisagées.  

Une tentative d’identification du récepteur de PEP-13 a été réalisée dans cette étude. 

Pour cela, des domaines récepteurs ont été identifiés grâce à DRAGO2 parmi les gènes sur-

exprimés en réponse à PEP-13 (FC supérieur à 1,5 et p-value inférieure ou égale à 0,05) et 

étant non annotés ou annotés comme récepteurs. Cette analyse a permis de détecter 20 

gènes dont les transcrits pourraient correspondre à un récepteur de PEP-13. Afin de 

déterminer si l’un de ces gènes correspond à un récepteur de PEP-13, une modélisation de la 

structure des transcrits grâce à l’outil bio-informatique I-TASSER (Zhang lab) a été initiée. 

Une première analyse a été réalisée sur le récepteur potentiel possédant le FC le plus 

important (GLYMA20G100500). L’analyse réalisée semble montrer que celui-ci ne 

correspond pas au récepteur de PEP-13. Il s'agit donc de continuer cette analyse sur les 19 

autres gènes restants, d’élargir l'étude aux domaines non reconnus par DRAGO2 voire de 

faire du docking moléculaire à partir de PEP-13. 

Enfin, si cette analyse permet d’observer que l’un de ces récepteurs semble pouvoir se 

lier à PEP-13, alors la réalisation d’un mutant ainsi qu’une analyse de celui-ci ; comme réalisé 

précédemment pour l’identification de récepteurs tels que FLS2 (flagelin-sensing 2) ou EFR 

(elongation factor TU receptor) (Gomez-Gomez et Boller, 2000 ; Zipfel et al., 2006), pourrait 

être envisagée afin de confirmer si celui-ci permet bien à la plante de détecter PEP-13.  

 

Dans un second temps, l’objectif de cette étude était de mieux comprendre le rôle de 

l’ADNex du RET, ainsi que d’étudier son origine. Pour cela, l’ADNex a été extrait et séquencé 

en condition élicitée avec PEP-13 ou témoin. Suite à cette étude, nous avons pu observer 

qu’il y avait très peu de différences entre la condition élicitée et non élicitée, ainsi que de 

fortes différences d’alignement des reads d’ADNex entre les séquences d’ADN 

chromosomique et les séquences d’ADN plastidial et mitochondrial. Deux hypothèses quant 

à l’origine de l’ADNex ont donc été proposées : (i) l’ADNex pourrait provenir de la lyse 

cellulaire des AC-DC et des autres cellules de la racine, cependant l’ADN des organites serait 

mieux conservé au sein du RET que l’ADN chromosomique et (ii) l’ADNex pourrait être libéré 
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à partir des organites des AC-DC et/ou des cellules racinaires, et l’ADN chromosomique 

extracellulaire proviendrait de la lyse des cellules du RET les plus anciennes. 

Afin d’explorer ces hypothèses, une première méthode envisageable serait la mise au 

point d’une technique microscopique d’imagerie cellulaire en direct (live cell imaging), qui 

permettrait de suivre la libération de l’ADNex du RET, comme cela a déjà été fait pour le NET 

(Van der Linden et al., 2017). Cette technique permettrait de visualiser directement la 

libération d’ADNex, soit grâce à un mécanisme de libération de l’ADN des organites, soit par 

lyse cellulaire.  

Une seconde méthode envisageable serait de provoquer la mort cellulaire d’un 

échantillon d’AC-DC et de cellules de la coiffe (au préalable débarrassées de l’ADNex du 

RET), et de comparer suite à cela l’ADN extracellulaire obtenu à l’ADNex du RET séquencé 

dans cette étude. En effet, si l’ADNex provient uniquement de la lyse cellulaire des AC-DC et 

des cellules de l’apex racinaire, alors le même profil d’alignement devrait être observé. 

De plus, afin de vérifier si l’ADN des organites est mieux conservé grâce à une différence 

de méthylation entre l’ADN des organites et l’ADN chromosomique, une étude de la 

méthylation de l’ADN des AC-DC et de l’ADNex pourrait être envisagé. En effet il a été 

montré chez Arabidopsis par Kawakatsu et al., en 2016 que l’ADN des cellules de la coiffe 

racinaire et notamment de la columelle, est l’ADN présentant le plus fort taux de 

méthylation observé chez Arabidopsis, tous tissus étudiés confondus. Les AC-DC provenant 

de la coiffe pourraient donc présenter une méthylation très importante, pouvant être 

différente entre les organites et l’ADN chromosomique.  

Enfin, il serait intéressant de réaliser des tests d’élicitation du soja avec de l’ADNex, et 

notamment avec les séquences d’ADN chromosomiques correspondant aux pics détectés 

dans l’alignement des reads d’ADNex sur la séquence de l’ADN chromosomique. En effet, si 

celles-ci sont préférentiellement conservées dans le RET, alors elles pourraient avoir un rôle 

spécifique, comme celui d’être détectées comme des DAMPs (Duran-Flores et Heil, 2017), et 

participerait donc à l’élicitation de la plante. De plus, il serait intéressant de tenter 

d’identifier le récepteur de l’ADNex, cette identification pourrait être réalisée dans un 

premier temps à partir du transcriptome réalisé dans cette étude, puis à partir du 

transcriptome des AC-DC et des racines en condition d’élicitation avec l’ADNex. 
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I. Annexe I : Etude des AC-DC 
et des racines du Lin 

(Linum usitatissimum L.)  
 

L’objectif de cette étude est de mieux comprendre le rôle du RET du Lin (Linum 

usitatissimum L.) et son action de défense de la racine. Pour cela, le protéome des racines et 

des AC-DC de lin, en condition contrôle ou élicitée par l’acide fusarique ; issu des 

champignons phytopathogènes du genre Fusarium sp, a été réalisé, ainsi qu’une 

caractérisation microscopique du RET et une extraction de l’ARN des AC-DC dans l’optique 

de la réalisation de leur transcriptome. Les parties de caractérisation microscopique et 

transcriptomique du RET de Lin sont issues du stage de master 1 de L. N’Guessan.  

I. Matériels et méthodes 

Pour cette étude, des graines de lin de variété Aramis nous ont été fournies par la 

coopérative Terre de Lin dans le cadre des travaux de thèse de Planchon, 2018. En effet 

cette variété de lin textile de printemps présente une bonne tolérance à Fusarium 

oxysporum Schltdl. Cette variété a d’ailleurs été recommandée pour les parcelles à faible 

risque de verse en 2019 par Arvalis (Arvalis, 2020), notamment pour sa forte tolérance à la 

fusariose (Fusarium oxysporum) et à la brûlure (Chalara elegans Nag Raj & W.B. Kendr., et 

Pythium sp).  

I-1 Stérilisation des graines  

Les graines sont placées dans un pot à prélèvements ouvert disposé sous une cloche à 

vide elle-même placée sous une sorbonne. Un bécher contenant 100 mL de javel 

(hypochlorite de sodium à 9,6% de chlore actif) est déposé au centre de la cloche. 3 mL 

d’acide chlorhydrique fumant (ACS, Reag. ISO, Reag. Ph. Eur., fumant, ≥ 37 %) sont ensuite 

ajoutés très rapidement dans le bécher de javel et la cloche est aussitôt refermée pour 

conserver le gaz dichlore immédiatement formé. Les graines sont incubées dans ce dispositif 

pendant deux heures. Suite à cela, un maximum de gaz est évacué stérilement à l’aide d’une 
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pompe sous la sorbonne pendant cinq minutes. La cloche est ouverte et les tubes de graines 

sont refermés rapidement pour maintenir leur stérilité. Les graines sont ensuite conservées 

à 4°c en attendant leur utilisation.  

I-2 Mise en culture des graines 

Les graines de lin sont mises à imbiber dans l’eau pure stérile sur la nuit et à l’obscurité. 

Le lendemain, elles sont déposées stérilement dans une boîte de pétri carrée (120 mm) 

contenant du milieu MS (Duchefa Biochemie) complémenté avec 1% d’agar bactériologique. 

Les boîtes sont ensuite scellées avec du film alimentaire et mises en culture verticalement 

cinq jours dans une armoire à 22°C avec une photopériode de 16h de jour et 8h de nuit. 

L’élicitation est réalisée après 96h de culture avec de l’acide fusarique à 1µM (Bhouziganne 

et al, 2006). Pour cela les plantules sont recouvertes avec environ 200 µL de cette solution. 

Pour les plantes témoins, celles-ci sont recouvertes de la même manière avec de l’eau pure 

stérile. Les boîtes sont refermées et laissées sécher à l’horizontale dans l’armoire de culture 

avant de les replacer verticalement 3 heures plus tard (Figure S1-1). 

   

Figure S1-1 : Culture de lin (5jours) en milieu MS solide, orientation verticale.  A droite, 
élicitation à l’acide fusarique et à gauche sans élicitation  
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I-3 Approches microscopiques  

I-3-1 Contre coloration à l’encre de chine 

Pour une visualisation globale du mucilage présent dans le RET, une contre coloration à 

l’encre de Chine, diluée au 1/500ème dans de l’eau pure, est effectuée. La solution est 

déposée au niveau de l’apex racinaire d’une plantule posée sur une lame de microscopie 

(Driouich et al, 2013) et observée à la loupe binoculaire (Leica M125, caméra DFC295). 

I-3-2 Immunomarquage et microscopie à épifluorescence. 

Le protocole utilisé a été créé au sein du laboratoire (par Gaëlle Durambur) (Castilleux et 

al, 2018 ; Ropitaux 2018). Des lames à 10 puits sont nettoyées avec de l’éthanol 96°, puis de 

la Poly-lysine (diluée au 1/10ème) est déposée et séchée une nuit (améliore l’adhérence des 

racines et du RET). 

La pointe racinaire est déposée au centre du puit, puis est fixée avec 40 μL d’une solution 

de PIPES 1X contenant un produit fixateur, le paraformaldéhyde (PAF à 4%) pendant 40 

minutes. Dès l’ajout de PAF, les manipulations se font exclusivement sous sorbonne. La 

solution de fixation est retirée, et une série de 4 lavages est réalisée avec 40 μL de PBS1X + 

BSA 1% avec des temps d’incubation de 10 minutes pour chaque lavage. La pointe racinaire 

est ensuite incubée dans 29 μL d’anticorps primaire LM1 (Smallwood et al, 1995) dilué au 

1/5e par une solution de PBS1X + BSA1%, en chambre humide, toute la nuit à 4°C. Le 

lendemain, la solution d’anticorps primaire est retirée, puis une série de 4 lavages avec 40 μL 

de PBS1X + BSA 1% est effectuée avec 10 minutes de temps d’incubation pour chaque 

lavage. La racine est ensuite incubée avec 29 μL d’anticorps secondaire (AlexaFluor TM 488 

goat anti-rat IgG (H+L); Thermofisher) dilué au 1/200e dans du PBS1X + BSA 1%, dans une 

chambre humide, pendant 2 heures à l'étuve à 25°C. La solution contenant l’Anticorps 

secondaire est retirée, et une série de 4 lavages de 10 minutes est réalisée afin d’éliminer le 

surplus d’anticorps. Un dernier lavage se fait avec 40 μL de PBS1X pendant 10 minutes et la 

solution est retirée. Pour finir, un « touch » est réalisé, c’est-à-dire que la racine est frottée 

légèrement dans le puit afin de détacher le RET puis retirée. Enfin 5 μL de PBS1X sont 

ajoutés. La lame à puit est recouverte d’une lamelle et scellée avec du scotch Anapore. 

Les observations de l’immunomarquage de surface se font au microscope à 

épifluorescence inversé (Leica DMI6000B). Le cube à filtre L5 (λexcitation 360± 40 ; 
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λémission 470 ± 40) ; est utilisé et l’intensité est réglée à 1, le diaphragme d’ouverture à 11 

et de champ à 25. 

I-3-3 Composés phénoliques et microscopie à épifluorescence. 

Les racines de plantules sont découpées afin de récupérer l’apex racinaire et la zone 

pilifère. Ces 2 parties d’intérêts sont posées sur une lame en verre recouverte de poly-lysine, 

préalablement nettoyée à l’éthanol 96°. L’équivalent de 200 μL d’eau stérile sont ajoutés 

afin de recouvrir chaque partie, enfin la lamelle est scellée avec du scotch Anapore. 

L’observation des composés phénoliques est faite via un microscope à épifluorescence 

inversé (Leica DMI6000B) avec un cube à filtre bleu A4 L5 (λexcitation 480 ± 40 ; λémission 

527 ± 30) correspondant aux ultra-violet (UV). L’intensité est réglée à 5, le diaphragme 

d’ouverture à 11 et de champ à 30. Les temps sont relevés à une saturation précise située 

entre le minimum de surexposition le maximum de sous exposition (Logiciel Av57). Un test 

non paramétrique de Wilcoxon a été réalisé sur excel. 

I-4 Analyse transcriptomique 

I-4-1 Récolte du RET de lin 

Les pointes racinaires sont coupées et trempées dans des cupules, préalablement rincées 

à l’éthanol et lavées à l’eau RNase-Dnase free, dans 200 μl de tampon de lyse ARN. Les 

racines sont agitées afin de décrocher les cellules frontières ainsi que le mucilage dans la 

cupule. Lorsque la cupule devient trop concentrée en cellules (le liquide devient trouble), il 

convient de remplacer le liquide. Les échantillons contenant le RET sont conservés dans la 

glace tout le long de la manipulation. Les racines sont conservées dans des pots à 

prélèvements, pour la comparaison du transcriptome de racine à celui des cellules 

frontières. Les échantillons de RET et de racines sont conservés au congélateur à - 80°C. 

I-4-2 Extraction de l’ARN et analyse transcriptomique 

Deux kits d’extraction Macherey-Nagel (MN) permettant d’isoler l’ARN ont été testés : 

NucleoSpin RNAplus et NucleoSpin RNAplusXS. L’extraction se fait directement sur les 

échantillons de cellules frontières récoltés. Ces derniers sont homogénéisés et lysés dans un 

volume de tampon spécifique adaptés à chaque kit (LBP pour RNAplus ou LB1 pour 

RNAplusXS). Les échantillons obtenus sont filtrés dans une colonne retenant l’ADN 

génomique et centrifugés 30 secondes à 11 000 g. Une solution fixatrice d’ARN (BS ou BSXS) 
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est ajoutée aux lysats obtenus et ce mélange est placé sur une colonne retenant les ARN puis 

centrifugé 15 secondes à 11 000 g. Les ARN, maintenant retenus sur la membrane de silice 

de la colonne, subissent 3 lavages successifs. Le 1er avec 200 μL de WB1 ou 100 μL de MDB 

est suivi d'une centrifugation de 15 secondes à 11 000 g. Le 2e avec 600 μL ou 500 μL de 

WB2 est suivi d'une centrifugation de 15 secondes à 11 000 g. Enfin, le 3e avec 250 μL ou 

200 μL de WB2 est suivi d'une centrifugation de 2min à 11 000 g. L’ARN est enfin élué avec 

de l’eau RNase-free (2 x 30 μL ou 10-20 μL) grâce à une centrifugation d'1 min à 11 000g. Les 

ARN isolés (4 réplicas de 1 μg) sont conservés au congélateur à - 80°C jusqu’à leur envoi à la 

plateforme de génomique, plateforme MGX (Montpellier), pour séquençage haut débit 

RNAseq. 

I-5 Analyse protéomique 

I-5-1 Récolte des AC-DC et des racines 

Les plantes d’une boîte sont prélevées à l’aide d’une pince et sont disposées en "fagots" 

de façon à ce que les apex soient alignés. Les racines sont ensuite sectionnées avec un 

scalpel, prélevées à l'aide de la pince et agitées pendant 15 secondes dans 200 µL de tampon 

d’extraction (urée 7M, thiourée 2M, 0,5% ampholytes pH 4-6,5, TBP 2 mM, 20mM DTT, 2% 

Chaps, 0,5% C7Bz0) préalablement disposés dans une cupule (Centrifichem Cups 0,25 mL ; 

Kartell) rincées à l’éthanol 70% et à l’eau pure (Water, Sterile Nuclease-free, TFS Fisher 

BioReagents). Trois réplicats sont réalisés pour la condition élicitée avec l’acide fusarique et 

pour la condition contrôle non élicitée. Chaque échantillon est constitué des AC-DC 

d’environ 300 plantes pour les échantillons d’AC-DC, et de 30 racines pour les échantillons 

de racines.  

I-5-2 Extraction des protéines solubles des AC-DC et des racines 

Les tubes contenant les AC-DC sont regroupés de façon à obtenir environ 300 plantes 

par réplicat. Les racines (30 par échantillon) sont broyées à l’azote liquide à l’aide d’un pilon 

et d’un mortier, puis remises en solution dans le tampon d’extraction (urée 7M, thiourée 

2M, 0,5% ampholytes pH 4-6,5, TBP 2 mM, 20mM DTT, 2% Chaps, 0,5% C7Bz0) et de 

nouveau broyées à l’aide d’un broyeur (Homogenizer 150, Fisherbrand). Les étapes 

d'extraction des protéines et d'analyse par spectrométrie de masse sont ensuite réalisées 

sur la plate-forme PISSARO de l’Université de Rouen Normandie. 
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Les échantillons sont ensuite soniqués pendant 20 minutes (pulses de 3 secondes, 

intensité 24%, Sonificateur Microprocesseur 750W, Sonics Materials) puis centrifugés à 1000 

g pendant 30 minutes.  

Afin de déterminer la quantité de protéines extraites (Figure SI-2, A et C), un dosage de 

Bradford est réalisé sur deux dilutions de l’échantillon : l’une à 1/10 et l’autre à 1/50. 20µL 

d’échantillon sont ensuite mélangés avec 1mL de réactif de Bradford (Protein Assay®, Bio-

Rad). Les échantillons sont alors incubés 30 minutes à l’obscurité puis leur absorbance à 595 

nm est mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre. La concentration en protéines est ensuite 

calculée en comparant les absorbances obtenues avec celles d’une gamme de 

concentrations de BSA (bovine serum albumin, Sigma-Aldrich). Une vérification de ce dosage 

est réalisée en faisant migrer les échantillons sur un gel SDS-PAGE à 12% d’acrylamide, 

coloré au nitrate d’argent (Figure SI-2, B). 

Un dosage de bradford a été réalisé afin d’estimer la concentration en protéines de chacun des échantillons de 
racines (A) et d’AC-DC (C). Ce dosage a ensuite été confirmé par un gel SDS-PAGE coloré au nitrate d’argent (B).  

 
30 µg de protéines sont ensuite déposés sur un gel SDS-PAGE à 7% d’acrylamide 

(Acrylamide 9,3 mL ; Tris pH 6,8 5 mL ; eau pure 25,05 mL) afin de les concentrer. La 

migration est réalisée pendant 45min à 10 mA puis 2 heures à 20 mA. Le gel est ensuite 

coloré 30 secondes dans une solution de bleu de Coomassie (acide acétique 10 mL ; éthanol 

50 mL ; eau pure 40 mL ; bleu de Coomassie 0,5g) puis décolorés à l’aide d’une solution de 

décoloration (acide acétique 10 mL ; éthanol 50 mL ; eau pure 40 mL) jusqu’à observation 

d’une bande contenant les protéines d’intérêt. Les bandes sont excisées à l’aide d’un scalpel, 

puis lavées trois fois dans 80 µL d’eau pure sous agitation pendant 10 minutes. Elles sont 

ensuite incubées deux fois dans des bains successifs de DTT (dithiothréitol 7,7 mg ; eau pure 

Figure S1-2 : Résultats du dosage protéique (A et C) et gels SDS -PAGE (B) pour les AC-DC et 
les racines de Lin 
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10 mL) puis de iodoacétamide (18,5 mg ; eau pure 10 mL). Les fragments de gels sont 

conditionnés dans une solution de tampon carbonate/acétonitrile (V/V) suivi d’un bain 

d’acétonitrile. Les protéines sont digérées dans une solution trypsique à 10 µg/mL dans du 

tampon carbonate pendant 3 heures sous agitation à 37°C. Les peptides sont ensuite 

récupérés après différents bains d’eau milliQ, TFA 1% et d’acétonitrile. Les solutions finales 

sont enfin séchées au speedvac pendant 4 heures. Les échantillons sont repris dans une 

solution d’acide formique (Formic acid, FA) à 0,1%. 

Les échantillons ont été analysés sur un spectromètre de masse LTQ Orbitrap Elite 

(Thermo Scientific) équipé d'une source nano-ESI et couplé à une chaine chromatographique 

nano-débit (Easy-nLC II, Thermo Scientific). Pour ces analyses, 1 µL de l'échantillon a été 

chargé sur la colonne d'enrichissement (Cap Trap C8, 0,5 x 2 mm, Michrom bioressources) à 

une pression de 200 bars dans 0,1 % FA. La séparation a été effectuée sur une colonne en 

phase inverse (C18, L 153 mm, ID 5 µm, 100 Å, Nikkyo Technos). Le gradient, d’un débit de 

300 nL/min, est assuré comme suit : de 2 à 40% de tampon B (CH3CN/0,1% AF) en 105 min, 

de 40 à 80 % de B en 4 min et 80% de B pendant 15 min (tampon A : H2O/0,1% AF).  

I-5-3 Analyse par spectrométrie de masse  

Le spectromètre de masse est utilisé en mode positif avec une tension de capillaire fixée 

à environ 1,5 kV et une température de la source fixée à 200°C. Les échantillons ont été 

analysés par fragmentation CID à l’aide d’une méthode référencée « Top20 ». Le balayage 

MS initial est enregistré dans l’analyseur Orbitrap avec une résolution de 60000 sur une 

gamme de masse m/z 400-2000. Les ions mono-chargés n’ont pas été sélectionnés et le seuil 

de signal d’intensité pour la sélection du précurseur est fixé à 500. Lors de ces cycles 

d’analyses, les 20 ions précurseurs les plus intenses ont été sélectionnés pour l’étape de 

MS/MS. Les peptides cibles déjà sélectionnés pour la MS/MS ont été exclus de manière 

dynamique pendant 30 secondes. La fragmentation a été réalisée dans l'analyseur trappe 

ionique linéaire avec une énergie de collision normalisée de 35 %. Dans l'analyseur Orbitrap, 

toutes les mesures ont été réalisées après calibration interne à l’aide du pic de m/z à 

445,12002 correspondant à un polydiméthylcyclosiloxane (lock mass). 

I-5-4 Analyse bio-informatique 

Les fichiers de données brutes ont été traités à l'aide du logiciel Proteome Discoverer 

(Thermo Scientific ; version 1.3) sur la plateforme PISSARO (Université de Rouen 
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Normandie). Les peptides ont été identifiés grâce à l’intégration du moteur de recherche 

Mascot (Matrix Science ; version 2.2) utilisé contre la base de données protéiques 

Phytozome Linum usitatissimum. Les paramètres suivants ont été utilisés : un clivage 

manquant et les modifications variables concernant la carbamidométhylation (Cys) et 

l’oxydation (Met). La tolérance de masse sur l’ion précurseur et les ions fils ont été 

respectivement de 10 ppm et de 0,5 Da. Les résultats ont été filtrés pour un taux maximal de 

faux positifs de 5%. Lors de ces analyses, uniquement les protéines identifiées par au moins 

deux peptides associés à un degré de confiance élevé (« High Confidence ») ont été 

conservées. La comparaison des différentes conditions d’analyses par analyse en 

composante principale ainsi que la quantification sont réalisées par le logiciel Progenesis LC-

MS (nonlinear DYNAMICS). 
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II. Résultats 

II-1 Caractérisation microscopique du RET de lin en condition de stimulation 

immunitaire ou non. 

II-1-1 Contre-coloration du mucilage du RET à l’encre de chine 

La méthode de contre-coloration à l’encre de chine permet de visualiser le mucilage 

dense du RET. En effet, l’encre de chine ne colore pas le mucilage ce qui permet une 

coloration négative pour visualiser celui-ci. Sur la figure SI-3 le mucilage (zone délimité par 

les pointillés) qui englobe l’apex racinaire et les AC-DC du lin (A,B) est observé. En conditions 

non élicitées (B,D), le mucilage du RET est présent chez les deux plantes de façon 

constitutionnelle. Après élicitation avec l’AF (photo A), on observe une augmentation 

importante de la quantité de mucilage au sein du RET. 

 

L’immunomarquage des extensines avec l’anticorps monoclonal LM1 (dont l'épitope 

inconnu) du RET de lin (figure SI-4) permet d’observer la présence d’extensines au niveau de 

la paroi des AC-DC ainsi que dans le mucilage en conditions élicitées ou non élicitées. Chez le 

lin, il ne semble pas y avoir de différences d’intensité de fluorescence, la quantité 

Figure S1-3 : Contre-coloration du RET de lin à l’encre de chine en condition d’élicitation 
avec l’acide fusarique (A) ou non (B)  
Le RET est délimité par la ligne en pointil lés.  ZM : zone méristématique ; Co : coiffe ; BC : 
cellules frontières ou AC-DC .  Barres d’échelle  : 0,1 mm. 
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d’extensines ne semble donc pas varier significativement à la suite de l’élicitation par l’acide 

fusarique.  

De plus, des différences dans la quantité et la localisation de la fluorescence sont 

observées, en fonction des différents morphotypes d’AC-DC et de leur conformation. En 

effet, pour les intermédiaires et les allongées on détecte un signal intense lorsqu’elles sont 

incluses dans des amas (a,b,d,e) et un signal très faible lorsqu’elles sont isolées (c,f). 

 

Le suivi de l’auto-fluorescence des racines de lin est possible grâce aux composés 

phénoliques produits au niveau de la racine. Il est possible d’observer une augmentation de 

l’auto-fluorescence grâce au relevé du temps d’exposition aux UV. Les photos obtenues 

figure SI-5 ont été réalisées en mode transmission par lumière blanche et en mode d’épi-

illumination UV (A4 : dans le bleu), en se positionnant au niveau du début de la saturation 

(surexposition). Sachant que le bleu correspond à une sous exposition et le rouge à une 

surexposition, l’image est acquise lorsque le minimum de pointillés rouges est visible sur 

l’écran. 

L’étude n’a pas relevé de différence significative entre les conditions élicitées ou non 

comme en témoignent les données des temps d’exposition relevés.  

Figure S1-4 : Immunomarquage des extensines via l’anticorps monoclonal LM1 chez le lin en 
condition de stimulation immunitaire par l’acide fusarique (d,e,f) ou non élicité (a,b, Barre 
d’échelle 20 µm )  
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A : Histogrammes du temps d’expositions correspondant à la quantité de composés phénoliques en fonction 
des conditions de stimulation (NE/E) et de la zone racinaire (P/ZP) chez le lin. B, C : Photos d’épifluorescences 
de racines du lin en conditions d’élicitation pour les 2 zones d’intérêts. Des signes (*) différents indiquent des 
différences significatives entre les valeurs, à l’inverse les signes semblables n’indiquent pas de différences. P < 
0.05 test (non paramétrique de Wilcoxon). 

 

II-2 Caractérisation transcriptomique des AC-DC de lin 

Il a été nécessaire de mettre en place un protocole d’extraction qui permet d’obtenir des 

échantillons d’ARN avec une qualité et une quantité optimale. Dans ce but, 2 protocoles 

d’extraction d’ARN sont testés : le kit RNA plus et le kit RNA plus XS, le kit XS permettant 

l’extraction d’ARN à partir de plus faibles quantités de matériel. Pour chaque kit, une même 

quantité de matériel est utilisée (environ 100 plantes). Les critères qualitatifs et quantitatifs 

sont déterminés par des analyses au Nanodrop et au Bioanalyser. 

Les résultats du tableau 1 montrent que le kit RNA plus XS a un rendement 7 fois plus 

important que le RNA plus. Au niveau de la pureté de nos échantillons (Tableau I-1), le ratio 

A260/ A280 témoigne des contaminations des acides nucléiques par des protéines pour les 

Figure S1-5 : Analyse des composés phénoliques chez le lin en condition de stimulation  
immunitaire respectivement à la suite d’une élicitation par l ’AF ou non  

A 

B C 

* * 
* * 
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ARN issus du kit RNA plus. En revanche, ceux issus du kit RNA plus XS sont de bonne qualité 

et peu contaminés par l'ADN génomique ou les protéines. 

Le second ratio A260/A230, extrêmement faible pour les deux kits, témoigne de la 

contamination d’un agent absorbant à 230 nm comme par exemple des polysaccharides. 

 

Enfin, le numéro d’intégrité de l’ARN (RIN) est très élevé pour le kit RNA plus (9,3 et 8,3) 

et les graphiques (Figure SI-6) montrent une faible ligne de base, 2 pics d’ARN ribosomiques 

à 18S et 25S et un pic des ARN de petites tailles. L’ARN est de bonne qualité pour le RNA 

plus, la même chose est observée pour le second kit mais, aucun RIN n’est déterminé, cette 

non-détection s’expliquerait par l’épaulement visible sur le graphique au niveau du pic des 

ARN de petites tailles. Les résultats obtenus pour ce dernier kit témoignent d’une bonne 

qualité de nos ARN malgré l’absence de RIN. 

 

 

Tableau 1-1 : Tableau de comparaison de la qualité et de la quantité de nos ARN en  fonction 
du kit utilisé (RNAplus ou RNAplusXS)  
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II-3 Caractérisation protéomique du RET de Lin 

Cette première analyse préliminaire a permis d’identifier un total de 478 protéines. Pour 

chaque condition, le nombre de protéines identifiées pour le meilleur des trois réplicats est 

présenté dans le tableau SI-2.  

 

Une seconde analyse a été réalisée sur un seul échantillon de racines non élicitées, réalisé 

à partir d’un plus grand nombre de racines, cet échantillon a permis l’identification de 683 

protéines.  

Figure S1-6 : Electrophorégrammes obtenus sur les échantillons d’ARN obtenus par  
extractions avec 2 kits différents (Pas XS correspond au kit RNAplus et XS au kit RNAplus  XS) 

Tableau S1-2 : Nombre de protéines identifiées pour le meilleur réplicat de chaque condition  
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III. Discussion 

Le but de ce travail était de caractériser les effets d’une molécule élicitrice issue d’un 

pathogène du Lin sur le RET de celui-ci. Différentes approches microscopiques et 

moléculaires ont été utilisées, afin de mieux connaitre les différents mécanismes de défense 

mis en place lors d’une stimulation immunitaire. 

Le modèle étudié, semble réagir à l’élicitation. En effet la quantité de mucilage au sein du 

RET déterminée par la contre coloration à l’encre de chine montre une augmentation en 

condition d’élicitation (Figure SI-3). Il pourrait sembler que ce mucilage résulte soit d’une 

activité de sécrétion accrue et/ou d’une production d’AC-DC en plus grand nombre par la 

coiffe. Ces résultats concordent avec ceux présentés par Driouich et al, en 2013 sur le pois 

en réponse à une infection par Pseudomonas aeruginosa ou Fusarium solani f. sp. Pisi ou par 

Cannesan et al, en 2011 qui montraient une augmentation de la quantité d’AC-DC de pois à 

la suite d’une infection par Aphanomyces euteiches. Bien sûr, cette technique de détection 

ne permet pas la quantification des AC-DC mais une méhode de quantification pourrait être 

une perspective de travail. 

L’immunomarquage a permis de montrer une importante variabilité au sein de la même 

espèce selon le type d’AC-DCs (Figure SI-4). Les études de Plancot et al, en 2013 et de 

Castilleux et al, en 2018, ont montré que les extensines peuvent être un bon marqueur de 

défense, et que celles-ci étaient modulées en réponse à une élicitation de la plantule. Les 

résultats obtenus ne sont pas en accord avec les résultats de ces études. Cependant, il 

convient d'être prudents car dans ces études précédentes, les modèles utilisés (Arabidopsis), 

les éliciteurs (peptidoglycan et flagelin 22) et la méthode d'imagerie (confocal) n’étaient pas 

les mêmes. 

Pour améliorer le protocole de détection du possible remodelage des extensines chez le 

le lin, il est envisageable d’utiliser un autre anticorps comme JIM12 ou le microscope 

confocal à la place du microscope à épifluorescence. 

D’après les résultats de cette étude, une différence significative de la quantité des 

composés phénoliques est notable entre l'apex racinaire et la zone pilifère (Figure SI-5, a). Il 

y aurait plus de composés phénoliques dans l’apex racinaire que dans la zone pilifère. Cette 

méthode de test aux UV n’a pas permis de montrer une différence significative entre 
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plantules de lin élicitées et les plantules témoins. Cette méthode mise au point au 

laboratoire Glyco-MEV, avait cependant montré son efficacité sur les racines de plantules de 

tomate variété Saint-Pierre élicitée à la flagelline 22 pendant 48h (Durambur et Gotté, 

données non publiées). Il semblerait donc que cette méthode donne des résultats différents 

soulignant une variabilité de la distribution des composés phénoliques en fonction du type 

de plante et d’éliciteurs. 

 

IV. Conclusion et perspectives 

Le but de cette étude était de mieux comprendre le rôle du RET de lin et notamment son 

rôle dans la défense de la racine. Pour cela, une caractérisation microscopique, un protocole 

de récolte des AC-DC et des racines, puis d’extraction de l’ARN et des protéines solubles et 

d’analyse protéomique ont été mis au point.  

Les résultats du premier axe d’étude ont permis de montrer que les composés 

phénoliques ne semblent pas être de bons marqueurs de stimulation immunitaire pour nos 

modèles étudiés. 

Concernant l’immunomarquage des extensines, il s'agit d’un premier screening qu'il 

conviendra d'améliorer, les différences fines observées au microscope à épifluorescence 

notamment pour le soja semblent suffire. Tout de même, il pourrait être intéressant, par la 

suite d’envisager d’observer de manière plus précise la réorganisation des extensines 

notamment via un microscope confocal à balayage laser, utilisé dans les travaux de 

Castilleux et al, en 2018 ou par microscopie électronique à transmission. 

Le second axe de ce travail, l’axe de caractérisation « omique » du RET de lin, est toujours 

en cours de réalisation. Les échantillons de RET et de racines ont été récoltés et les tests 

réalisés ont permis de choisir le protocole d'extraction des ARN avec le kit RNA Plus XS. 

De nouvelles récoltes d’ARN seront réalisées et envoyées à la plateforme MGX. L’objectif 

est d’effectuer la caractérisation transcriptomique qui permettra d’obtenir des informations 

supplémentaires sur les fonctions du RET et notamment sur les fonctions défensives mises 

en place lors d’une élicitation. 
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Pour la partie protéomique, les premiers tests ont permis d’identifier jusqu’à 683 

protéines pour un échantillon, ce qui est un résultat encourageant. Pour la suite de cette 

étude, de nouvelles récoltes sont envisagées afin d’obtenir des échantillons avec un nombre 

de plantes plus important.  
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Annexe II : Etude du 
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II. Annexe II : Etude du 
transcriptome des AC-DC de 

racines d’Arabidopsis 
thaliana (L.) Heynh 

 

Pour cette étude, l’objectif était d’obtenir un atlas des gènes exprimés dans les AC-DC de 

racines (root-Associated Cap-Derived Cells) d’Arabidospis thaliana, plante modèle, et de les 

comparer aux données bibliographiques d’autres types cellulaires de la racine de cette 

plante grâce à une étude métatranscriptomique. Pour cela nous avons tout d’abord dû 

mettre en place un protocole de récolte des AC-DC et d’extraction de leur ARN en qualité et 

quantité suffisantes pour permettre leur séquençage, puis l’analyse bio-informatique des 

données obtenues.  

I. Matériels et méthodes 

Pour ces analyses, la plante modèle A. thaliana écotype Col-0 a été utilisée. En effet cette 

plante est un modèle physiologique car son génome est le plus étudié et donc le mieux 

annoté, ce qui nous a permis d’obtenir un maximum d’informations sur les gènes exprimés 

dans les AC-DC d’Arabidopsis.  

I-1 Stérilisation des graines 

Les graines sont placées dans un microtube de 1,5 mL (FlipTube, GEMÜ GmbH) 

ouvert puis dans un pot à prélèvements ouvert disposé sous une cloche à vide elle-même 

placée sous une sorbonne. Un bécher contenant 100 mL de javel (hypochlorite de sodium à 

9,6% de chlore actif) est déposé au centre de la cloche. 3 mL d’acide chlorhydrique fumant 

(ACS, Reag. ISO, Reag. Ph. Eur., fumant, ≥ 37 %) sont ensuite ajoutés très rapidement dans le 

bécher de javel et la cloche est aussitôt refermée pour conserver le gaz dichlore 

immédiatement formé. Les graines sont incubées dans ce dispositif pendant deux heures. 

Suite à cela, un maximum de gaz est évacué stérilement à l’aide d’une pompe sous la 
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sorbonne pendant cinq minutes. La cloche est ouverte et les tubes de graines sont refermés 

rapidement pour maintenir leur stérilité. Les graines sont ensuite conservées à 4°C en 

attendant leur utilisation.  

I-2 Mise en culture des graines 

Les graines d’Arabidopsis stériles sont rincées trois fois avec 1 mL d’eau pure stérile, 

puis déposées (à l’aide d’une micropipette 20-200 L muni d'un cône coupé stérilement) sur 

du milieu Arabidopsis (Duchefa Biochemie), 1% d’agar bactériologique supplémenté avec du 

Ca(NO3)2 à 2mM dans une boîte de Pétri carrée (120 mm). Environ 100 à 150 graines sont 

déposées en rang dans chaque boîte (Figure SII-1, A). Celles-ci sont ensuite scellées avec du 

film alimentaire et mises en culture verticalement onze jours dans une enceinte de culture à 

19-21°C avec une photopériode de 16h de jour et 8h de nuit, 80-90% RH.  

 
(A) Les graines sont mises à germer en ligne dans une boite de Pétri ; après 11 jours de culture, (B) les plantules 
sont regroupées de façon à aligner leurs apex racinaires (C). Ceux-ci sont ensuite prélevés et agités dans du 
tampon de lyse LB1 du kit NucleoSpin® RNA Plus XS (Macherey nagel) (D).  

Figure SII -1 :  Représentation schématique de la mise en culture des graines d’Arabidopsis  et 
de la récolte des AC-DC 
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I-3 Récolte de l’ARN des AC-DC 

Les plantes d’une boîte (environ 100) sont prélevées à l’aide d’une pince et sont 

disposées en "fagots" de façon à ce que les apex soient alignés (Figure SII-1, C). Les racines 

sont ensuite sectionnées avec un scalpel, prélevées à l'aide de la pince et agitées (Figure SII-

1, D) pendant 15 secondes dans 200 µL de tampon de lyse LB1 du kit NucleoSpin® RNA Plus 

XS (Macherey nagel) préalablement disposés dans une cupule (CENTRIFICHEM CUPS 0,25 

mL ; KARTELL) rincée à l’éthanol 70% et à l’eau exempte de nucléases (Water, Sterile 

Nuclease-free, TFS Fisher BioReagents). Le tampon de lyse est régulièrement renouvelé au 

cours de la récolte. Les AC-DC contenues dans le tampon sont récoltées au fur et à mesure, 

placées dans un tube Eppendorf 2 mL et conservées dans la glace le temps de la récolte. Une 

fois celle-ci terminée, les tubes de tampon de lyse contenant les AC-DC sont conservés dans 

un congélateur de laboratoire à -80° C. Une récolte d’environ 20 000 plantes correspond à 

un échantillon. 

I-4 Extraction et quantification de l’ARN des AC-DC 

L’extraction de l’ARN des AC-DC d’Arabidopsis est réalisée grâce au kit NucleoSpin® RNA 

Plus XS selon les instructions du constructeur. Le volume de tampon de lyse utilisé pour un 

échantillon étant trop grand pour être filtré par une seule colonne d'élimination d'ADN 

génomique, plusieurs colonnes « gDNA » sont utilisées. Puis, les aliquots d’échantillon sont 

regroupés et filtrés dans une seule colonne « RNA binding » afin de récupérer un maximum 

d’ARN. La concentration en ARN est ensuite évaluée par dosage fluorométrique (Quantus™ 

fluorometer, Promega). Un aliquot de 2 µL est prélevé pour l’analyse qualité et l'ensemble 

(échantillons et aliquots) est conservé à -80°C.  

I-5 Analyse qualité de l’ARN 

La qualité des ARN des AC-DC est évaluée grâce au bioanalyseur (2100 Bioanalyzer 

system, Agilent), en utilisant le kit RNA 6000 Pico Kit Quick Start (Agilent) (Figure SII-2).  
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On observe sur ce graphique deux pics correspondant aux ARN 18S (42 secondes) et 25S (47 secondes), ainsi 
qu’une ligne de base faible et un pic de dégradation (25 secondes) peu élevé. Le RIN (RNA integrity number) de 
cet échantillon est estimé par l’appareil à 7,2. Ces critères indiquent une qualité correcte de l’échantillon ARN. 

 
Trois échantillons (C1, C2 et C3) dont la qualité et la quantité d’ARN est suffisante ont été 

envoyés sur la plateforme MGX pour la création de librairies et le séquençage. 

II. Séquençage  

Une re-vérification de la qualité des ARN envoyés (Figure SII-3), la préparation des 

banques et le séquençage ont été réalisés par la plateforme MGX (Montpellier GenomiX). 

Des banques d’ARNm ont été préparées grâce au kit TruSeq Stranded mRNA Sample 

Preparation (Illumina), incluant une étape de sélection des ARN polyadénylés. La validation 

des banques est réalisée grâce à une quantification de l'ADN sur Fragment Analyzer (kit 

Standard Sensitivity NGS, Illumina) ainsi que par qPCR (Light Cycler 480, Roche).  

On observe sur ces graphiques deux pics correspondant aux ARN 18S et 25S, ainsi qu’une ligne de base faible et 
un pic de dégradation peu élevé pour C1 et C2. Le RQN (RNA quality number) de ces échantillons est estimé par 
l’appareil à 4,1 pour C1 et 3,6 pour C2. Ces critères indiquent une qualité correcte de ces échantillons ARN. 
L’échantillon C3 présente une ligne de base élevée, ainsi qu’un pic de dégradation important et un RQN estimé 
à 2,7. Ces critères indiquent que cet échantillon a subi une dégradation.  

 

Figure SII-2 : Résultat obtenu au bioanalyseur pour l’échantillon d’AC -DC d’Arabidopsis C1  

Figure SII-3 : Seconde analyse qualité des trois échantillons d’ARN d’AC -DC envoyés (C1, C2 
et C3)  
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Suite à ces étapes, une seule banque de qualité suffisante pour le séquençage a pu être 

réalisée à partir de l’échantillon C1. En effet, l’échantillon C3 s’est dégradé lors du transport 

et a donc été mis de côté, et la réalisation d’une banque d’ARN à partir de l’échantillon C2 a 

échoué. Le séquençage paired-end de cette unique librairie a ensuite été réalisé sur un HiSeq 

2500 d’Illumina à l’aide du kit cluster generation (Illumina).  

III. Analyses bio-informatiques 

La première partie de cette analyse bio-informatique a été réalisée par la plateforme 

MGX (Montpellier GenomiX). Elle comprenait :  

- Le démultiplexage des fichiers de séquençage, réalisé avec bcl2fastq 

- Une analyse qualité des reads (Figures SII-4 et SII-5), réalisée avec Sequencing 

Analysis Viewer et FastQC, qui a permis d’observer la bonne qualité des reads et du 

séquençage. 

On observe ici le score phred moyen des bases séquencées (ligne bleue). Un score phred de 30 correspond à 
une précision de 99,9% et est considéré comme un seuil à partir duquel le séquençage des bases est de très 
bonne qualité. Le score maximal est 40, soit une précision de 99,99%. Des résultats similaires ont été observés 
pour les reads 2. 

Figure SII-4 : Scores de qualité des bases séquencées (exemple des reads  1) 
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On observe ici le pourcentage de bases N (non déterminées) en fonction de la position sur le read. Ce 
pourcentage atteint 1% pour la première base des reads 1, et est à 0% pour toutes les autres postions, 
montrant donc une très bonne qualité du séquençage. Des résultats similaires ont été observés pour les reads 
2. 

 
- Un screening des contaminants, réalisé avec FastQ Screen. Ce screening a permis de 

mettre en évidence que la grande majorité des reads s’alignait sur le génome 

d’Arabidopsis, montrant qu’il ne semblait donc pas y avoir de contamination de 

l’échantillon avec un autre organisme. 

- Le trimming des adaptateurs, réalisé avec Trim Galore!. Celui-ci permet de retirer les 

séquences d’adaptateurs dans les reads, de supprimer les bases de mauvaise qualité 

(score phred inférieur à 20) et d’éliminer les reads de moins de 20 bases. A la suite de 

cette étape, il restait environ 279 millions de reads.  

- Les séquences ont ensuite été alignées avec TopHat2 et le comptage des gènes a été 

réalisé avec FeatureCounts (V1.6.2).  

À la suite de cela, le nombre de copies des gènes exprimés (genecount) ainsi obtenu a 

été comparé à d’autres profils transcriptomiques retrouvés dans la littérature, notamment 

ceux de Li et al., 2016, qui ont réalisé une analyse du transcriptome de différents types 

cellulaires de la racine d’Arabidopsis. Pour cela, les fichiers FastQ correspondants aux 

transcriptomes de la columelle (PET), des cellules latérales de la coiffe (WER), des cellules du 

centre quiescent (WOX) ainsi que de l’ensemble des cellules de la zone méristématique 

(MER) et de la racine (WR) ont été téléchargés sur Galaxy avec l’outil Download and extract 

Figure SII-5 : Pourcentage de bases N par cycle (exemple des reads  1)  
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reads in FASTA/Q (V2.9.1.3). L’ensemble des fichiers FastQ, ainsi que celui correspondant au 

transcriptome des AC-DC, ont ensuite été "nettoyés" avec Trimmomatic (V0.36.5) avec les 

options Illuminaclip et Sliding windows. Cette étape a permis de sélectionner les reads de 

bonne qualité, de supprimer les séquences d’adaptateurs ainsi que les bases de mauvaise 

qualité. Suite à cela, les reads ont été alignés sur le génome d’Arabidopsis (Version TAIR10) 

avec Hisat2 (V2.1.0), le comptage des gènes a ensuite été réalisé avec htseq-count (V0.9.1) 

et le fichier d’annotation Araport11 (Athaliana_447_ Araport11). 

Les genecounts ainsi obtenus ont été analysés à l’aide de différents outils afin de faire : 

- des analyses en composante principale avec DESeq2 (V2.11.40.6) pour observer la 

variance entre les différents types cellulaires, 

- des comparaisons des listes des gènes ayant été détectés au moins une fois 

(genecount>0) pour chaque type cellulaire et réplicat avec JVenn 

(jvenn.toulouse.inra.fr). Cette étape permet de mettre en évidence des listes de 

gènes détectés spécifiques d’un type cellulaire comparé à un autre, ou encore la liste 

de leurs gènes communs. 

- des analyses des listes des gènes spécifiques détectés dans un type cellulaire ou dans 

plusieurs types cellulaires avec l’outil statistical overrepresentation test de Panther 

(pantherdb.org). Ce test permet de mettre en évidence la sur-représentation 

statistique d’une voie métabolique, grâce à la comparaison du nombre de gènes 

appartenant à une voie dans la liste donnée et le nombre de gènes appartenant à 

cette même voie dans le génome.    

- des analyses des genecounts grâce à Mapman, afin de comparer l’expression des 

gènes pour différentes voies. Cette approche permet d’ajouter une notion 

quantitative à la détection des gènes, puisqu’elle prend en compte les counts pour 

chaque gène. 

 

IV. Résultats préliminaires 

IV-1 Analyse de la variance entre les différents échantillons 

Dans un premier temps, la distance entre les échantillons a été observée afin de 

déterminer si l’échantillon d’AC-DC est proche ou non des autres types cellulaires 



ANNEXES 

221 
 

racinaires (Figure SII-6). Cette analyse a permis de remarquer que l’échantillon d’AC-DC 

apparait très éloigné de tous les types cellulaires et tissus racinaires étudiés par Li et al. 

La columelle (PET), les cellules latérales de la coiffe (WER), le centre quiescent (WOX) et 

la zone méristématique (MER) sont très proches entre eux mais un peu plus éloignés de 

la racine entière (WR). 

AC-DC = cellules frontières (root Associated Cap-Derived cells) ; WR = racine entière (whole root) ; PET = 
marqueur des cellules de la columelle ; WER = marqueur des cellules latérales de la coiffe ; WOX = marqueur du 
centre quiescent ; MER = zone méristématique. L'ACP est expliquée à 77% par les axes 1 et 2. Graphique réalisé 
avec DeSeq2. 

 

IV-2 Analyse des gènes spécifiques aux différents types cellulaires  

L’étape suivante a été d’observer la répartition des gènes détectés au moins une fois 

sur un diagramme de Venn, afin de comparer l’échantillon d’AC-DC de racine ainsi que les 

différents types cellulaires étudiés par Li et al. Pour chacun de ces types cellulaires, les trois 

réplicats ont été analysés. Lorsque l’on compare les gènes détectés dans les trois réplicats de 

cellules de la columelle (PET) avec ceux des AC-DC (Figure SII-7), on observe 4447 gènes qui 

semblent être spécifiques aux AC-DC. Certains gènes sont retrouvés dans le transcriptome 

des AC-DC ainsi que dans au moins l’un des réplicats de cellules de la columelle ; par 

exemple, 209 gènes détectés dans le transcriptome des AC-DC le sont aussi dans celui du 

réplicat 1 du transcriptome de cellules de la columelle, et 9769 gènes sont détectés dans 

Figure SII-6 : Analyse en composante principale (ACP) de la variance entre les AC -DC et les 
différents échantillons de Li et al. , 2016 
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chacun des transcriptomes de la columelle et des AC-DC. Parmi tous les gènes détectés dans 

au moins l’un des réplicats de la columelle, 4028 n’ont pas été détectés dans les AC-DC. De 

plus, 12011 gènes sont détectés au moins une fois dans les trois réplicats de la columelle, et 

parmi ceux-ci 2242 sont spécifiques à celle-ci.  

Pour chaque échantillon (AC-DC, PET1, PET2, PET3) la liste de leurs gènes détectés est représentée par une 
ellipse de couleur. Pour les AC-DC, 19323 gènes ont été détectés, contre 14067 pour PET1, 17471 pour PET2, et 
15204 pour PET3. Pour chaque liste, on observe le nombre de gènes qui leur sont spécifiques, il y a donc 4447 
gènes spécifiquement détectés dans le transcriptome des AC-DC, 91 dans le transcriptome de PET1, 533 dans 
celui de PET2, et 243 dans le transcriptome de PET3. Les zones de chevauchement entre les ellipses 
correspondent aux gènes en communs entre ces listes. Il y a donc 209 gènes ayant été détectés dans le 
transcriptome des AC-DC et celui de PET1, 1331 gènes détectés dans les transcriptomes des AC-DC et PET2, et 
243 gènes détectés dans ceux des AC-DC et PET3. 9769 gènes ont été détectés dans les transcriptomes des AC-
DC et des trois réplicats de la columelle, et 2242 gènes ont été détectés spécifiquement dans les trois réplicats 
de la columelle. Graphique réalisé avec JVenn à partir des données de cette analyse et de celle de Li et al., 
2016. 

 
Lorsque l’on compare les gènes détectés dans le transcriptome des AC-DC à celui des 

trois réplicats du transcriptome des cellules latérales de la coiffe (WER) (Figure SII-8), on 

observe que 1578 gènes sont détectés uniquement dans le transcriptome des AC-DC, et 

4325 gènes sont détectés spécifiquement dans les trois réplicats des cellules latérales de la 

Figure SII-7 : Diagramme de Venn des listes de gènes détectés au moins une fois dans les 
trois réplicats de transcriptomes de cellules de la columelle (Li et al. ,  2016) et dans le 
transcriptome des AC-DC 
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coiffe. De plus, 15461 gènes ont été détectés dans l’ensemble des trois réplicats de cellules 

latérales de la coiffe et dans les AC-DC.  

Pour chaque échantillon (AC-DC, WER1, WER2, WER3) la liste de leurs gènes détectés est représentée par une 
ellipse de couleur. Pour les AC-DC, 19323 gènes ont été détectés, contre 22118 pour WER1, 21358 pour WER2, 
et 21649 pour WER3. Pour chaque liste, on observe le nombre de gènes qui leur sont spécifique, il y a donc 
1578 gènes spécifiquement détectés dans le transcriptome des AC-DC, 420 dans le transcriptome de WER1, 
243 dans celui de WER2, et 342 dans le transcriptome de WER3. 493 gènes ont été détectés dans le 
transcriptome des AC-DC ainsi que celui de WER1, 288 gènes ont été détectés dans les transcriptomes des AC-
DC et WER2, et 361 gènes ont été détectés dans ceux des AC-DC et WER3. 15461 gènes ont été détectés dans 
les transcriptomes des AC-DC et des trois réplicats de cellules de la columelle, et 4325 gènes ont été détectés 
spécifiquement dans les trois réplicats de cellules latérales de la coiffe. Graphique réalisé avec JVenn. 

 
Il convient maintenant de réaliser le même type d'analyse pour les cellules du centre 

quiescent (WOX) et de la zone méristématique (MER). 

 

  

Figure SII-8 : Diagramme de Venn des listes de gènes détectés au moins une fois dans les 
trois réplicats de transcriptomes de cellules latérales de la coiffe (Li et al .,  2016) et dans le 
transcriptome des AC-DC 
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IV-3 Analyse des voies spécifiques aux AC-DC et aux cellules de la columelle 

Les listes de gènes ayant été spécifiquement détectés dans un tissu ont été analysées par 

un test d’overrepresentation de Panther afin d’observer les voies auxquelles appartiennent 

ces gènes. Les gènes correspondants aux 4447 gènes spécifiquement détectés dans les AC-

DC en comparaison avec le transcriptome des cellules de la columelle (Figure SII-7) ont 

permis de mettre en évidence trois voies spécifiques aux AC-DC par rapport à la columelle 

(Tableau SII-1). 

 

Sur les 4447 gènes entrés dans Panther, 4267 ont pu être assignés à leur annotation 

(Tableau SII-1, colonne Input), permettant d’obtenir les gene onthologies (GO) associés à 

chacun des gènes entrés. Les gènes ayant des GO appartenant à la catégorie biological 

process ont ensuite été sélectionnés et comptés par catégories de GO. Ainsi, 18 gènes 

possèdent une annotation GO correspondant à la régulation positive du catabolisme des 

protéines par le protéasome (GO : 1901800) dans la liste des gènes spécifiques aux AC-CD en 

comparaison avec la columelle. Ces comptages ont ensuite été comparés avec la liste de 

référence correspondant à la totalité du génome d’Arabidopsis (Tableau SII-1, colonne 

REFLIST), et notamment à une valeur statistique à partir de laquelle la voie correspondante à 

ce GO est considérée comme sur-représentée (Tableau SII-1, colonne Expected). Cette 

comparaison permet d’obtenir une valeur d’enrichissement ainsi qu’une p-value corrigée 

(Tableau SII-1, colonne FDR). Ce test permet donc de mettre en évidence que les voies de 

régulation positive du catabolisme des protéines par le protéasome (GO : 1901800), 

dépendantes de l’ubiquitine (GO : 2000060) et dépendantes du complexe ubiquitine-

protéasome (GO : 0032436) présentent toutes les trois un enrichissement d’environ 2,5 fois 

par rapport au seuil statistique attendu. Il semblerait donc qu’une spécificité des AC-DC par 

rapport aux cellules de la columelle soit l’activation des voies de l’ubiquitination et des 

GO biological process complete REFLIST (27416) Input (4267) Expected Enrichment FDR

positive regulation of proteasomal ubiquitin-dependent protein catabolic 

process (GO:0032436) 44 18 6,85 2,63 2,93E-02

positive regulation of proteasomal protein catabolic process (GO:1901800) 45 18 7 2,57 3,29E-02

positive regulation of ubiquitin-dependent protein catabolic process 

(GO:2000060) 45 18 7 2,57 3,28E-02

Only in AC-DC vs columella

Tableau SII-1 :  Voies représentées par les gènes détectés uniquement dans les AC -DC en 
comparaison avec la columelle. Seules les voies avec un enrichissement minimum de deux 
fois sont affichées.  FDR = False discovery rate. Tableau généré par le test 
d’overrepresentation  de Panther  
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protéasomes. Ces acteurs permettent notamment la dégradation des protéines dont la 

synthèse est anormale, mais aussi des régulateurs de certaines voies métaboliques (Sharma 

et al., 2016). Ils jouent donc un rôle très important dans le métabolisme biologique des 

plantes ainsi que dans la signalisation hormonale ou encore lors des stress abiotiques ou 

biotiques. Il a en effet été montré que ceux-ci jouaient un rôle dans la réponse de défense 

du tabac à l’élicitation par des molécules issues des oomycètes du genre Phytophthora (Suty 

et al., 2003). 

 Les 2242 gènes spécifiques aux cellules de la columelle par rapport aux AC-DC et 

ayant été détectés au moins une fois dans les trois réplicats (Figure SII-7) ont ensuite été 

analysés de la même manière avec Panther (Tableau SII-2). Cette analyse a permis de mettre 

en évidence 29 voies dont l’enrichissement statistique est d’au moins deux fois par rapport 

au seuil. 

  

 

 

Tableau SII -2 :  Voies représentées par les gènes détectés  uniquement dans la columelle en 
comparaison avec les AC-DC. Seules les voies avec un enrichissement minimum de deux fois 
sont affichées. FDR = False discovery rate . Tableau généré par le test d’overrepresentation  
de Panther 
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Sur les 2242 gènes entrés dans Panther, 2208 ont pu être assignés à leur annotation. La 

voie dont le GO présente l’enrichissement le plus fort est celle du transport des électrons 

dans la mitochondrie (GO : 0006120 ; enrichissement de 7,45 fois par rapport à la valeur 

seuil). Parmi les voies mises en évidence dans ce tableau, sept autres font référence à des 

processus biologiques de la mitochondrie, et notamment au transport d’électrons (GO : 

0042775 ; GO : 0042773 ; GO : 0022904 ; GO : 0022900), à la chaine respiratoire (GO : 

0032981 ; GO : 0033108 ; GO : 0010257) et à l’organisation de la mitochondrie (GO : 

0007005). Il semble donc que l’activité des mitochondries soit plus importante dans les 

cellules de la columelle que dans les AC-DC. Sept autres voies présentant un enrichissement 

supérieur à 2 font référence aux complexes ribosomaux, notamment à leur localisation (GO : 

0000054 ; GO : 0071428 ; GO : 0033750) ou encore à leur synthèse et assemblage et 

structure (GO : 0042255 ; GO : 0042273 ; GO : 0022618 ; GO : 0071826). Une spécificité des 

cellules de la columelle par rapport aux AC-DC serait donc une synthèse protéique plus 

importante grâce à la transcription de gènes de synthèse et mise en place des complexes 

ribosomaux.   

IV-4 Analyse Mapman de l’expression des gènes des AC-DC et des cellules de 

la columelle 

 Pour cette analyse, les fichiers de comptage des gènes obtenus avec HTSeq-count ont 

été utilisés. Dans cette partie, seuls les résultats pour le transcriptome des AC-DC et le 

réplicat 1 du transcriptome des cellules de la columelle (PET1) de Li et al. (2016) 

apparaissent. Ces deux échantilllons ont 11 302 gènes en communs, 2765 spécifiques à PET 1 

et 8021 spécifiques aux AC-DC (Figure SII-7). 

 Pour chacune des figures suivantes (Figures SII-9, SII-10, SII-11 et SII-12), les gènes 

ont été associés à leur annotation, permettant de leur assigner des GO (appelés bins sur le 

logiciel Mapman). Sur les figures, différentes catégories de bins apparaissent, et pour 

chacune d’elles des carrés correspondant chacun à un gène dont l’annotation contient ce 

bin. Un code couleur est ensuite associé à chaque gène, en fonction du comptage qui lui est 

associé. Ainsi, plus un gène est exprimé, plus celui-ci sera associé à une couleur rouge foncé. 

Un gène dont le count est de 0 sera donc affiché en blanc.  
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 Les figures SII-9 et SII-10 correspondent à une représentation générale des voies 

métaboliques (overview des bins principaux) pour les transcriptomes des AC-DC (Figure SII-9) 

et de la columelle (Figure SII-10). On observe tout d’abord un plus grand nombre de gènes 

fortement exprimés dans la columelle par rapport aux AC-DC. On observe cependant la 

présence de gènes exprimés pour toutes les catégories de bins. Si l’on regarde en détail les 

bins, les gènes exprimés sont parfois semblables, comme par exemple pour la catégorie 

hormones, ou différents entre AC-DC et columelle, comme par exemple metal handling ou 

proteins.  

Les gènes sont représentés par des carrés. Ces carrés peuvent être de différentes couleurs, en fonction de leur 
count. Un gène n’ayant pas été détecté dans le transcriptome sera donc représenté en blanc, et un gène ayant 
été détecté 30 fois ou plus sera représenté en rouge foncé. Pour chaque catégorie, on observe la présence de 
gènes exprimés dans les AC-DC.  

 

 

 

 

 

 

Figure SII-9 :  Overview de l'expression des gènes des AC -DC  
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Les gènes sont représentés par des carrés. Ces carrés peuvent être de différentes couleurs, en fonction de leur 
count. Un gène n’ayant pas été détecté dans le transcriptome sera donc représenté en blanc, et un gène ayant 
été détecté 30 fois ou plus sera représenté en rouge foncé. Pour chaque catégorie, on observe la présence de 
gènes exprimés dans la columelle. 

 
 Lorsque l’on se focalise sur l’expression des gènes impliqués dans le métabolisme des 

protéines, on observe des différences entre les gènes exprimés (Figures SII-11 et SII-12). Il y a 

par exemple très peu de gènes d’assemblage ou de ligation de cofacteurs qui sont exprimés 

dans les cellules de la columelle, contrairement aux AC-DC pour lesquelles on retrouve plus 

de gènes exprimés et avec des counts plus importants.   

Figure SII-10 : Overview  de l'expression des gènes de la columelle 
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 Les gènes sont représentés par des carrés. Ces carrés peuvent être de différentes couleurs, en fonction de leur 
count. Un gène n’ayant pas été détecté dans le transcriptome sera donc représenté en blanc, et un gène ayant 
été détecté 20 fois ou plus sera représenté en rouge foncé.  

 

 Les gènes sont représentés par des carrés. Ces carrés peuvent être de différentes couleurs, en fonction de leur 
count. Un gène n’ayant pas été détecté dans le transcriptome sera donc représenté en blanc, et un gène ayant 
été détecté 20 fois ou plus sera représenté en rouge foncé. 

Figure SII -12 : Expression des gènes impliqués dans le métabolisme des protéines chez les 
AC-DC 

Figure SII -11 : Expression des gènes impliqués dans le métabolisme des protéines chez les 
cellules de la columelle  
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V. Conclusion et perspectives 

Cette analyse a tout d’abord permis d’établir pour la première fois le transcriptome des 

AC-DC d’Arabidopsis thaliana. Suite à cela nous avons réalisé une analyse bio-informatique 

préliminaire dans laquelle nous avons tenté de mettre en évidence les différences entre le 

transcriptome des AC-DC et celui d’autres types cellulaires de la racine et supposément 

proches des AC-DC : les cellules de la columelle et les cellules de la coiffe latérale. En effet les 

AC-DC sont issues de la maturation de ces deux types cellulaires. 

Nous avons pu montrer dans un premier temps grâce à des ACP que le transcriptome des 

AC-DC semble très différent de tous les autres transcriptomes des différents types cellulaires 

réalisés par Li et al., en 2016. Puis nous avons souhaité comparer les listes des gènes 

détectés dans ces différents transcriptomes grâce à des diagrammes de Venn. Cette analyse 

a été réalisée sur les AC-DC en comparaison avec les cellules de la columelle ainsi qu’avec les 

cellules latérales de la coiffe. Celle-ci nous a permis de mettre en évidence un nombre 

important de gènes communément détectés entre les AC-DC et ces deux types cellulaires, 

mais aussi des gènes qui semblent plus spécifiques aux AC-DC. Ces gènes ont été analysés 

avec le test d’overrepresentation de Panther, qui nous a permis de mettre en évidence les 

voies qui semblaient spécifiques aux AC-DC mais aussi celles qui seraient spécifiques aux 

cellules de la columelle car non détectées dans le transcriptome des AC-DC. Pour finir, nous 

avons visualisé plus globalement les transcriptomes des AC-DC et du réplicat 1 des cellules 

de la columelle ainsi que l’intensité de l’expression des gènes au sein de ces transcriptomes 

grâce à Mapman. Cette analyse a permis d’observer notamment des niveaux d’expression 

différents entre certaines catégories de gènes. 

Dans un second temps, une analyse plus détaillée des gènes exprimés dans chacune des 

catégories de bins nous permettra d’observer plus finement ces différences de 

transcriptomes.  

Pour la suite de cette étude, nous souhaiterions tout d’abord élargir celle-ci avec tous les 

types cellulaires dont le transcriptome a été réalisé par Li et al., (2016) et étoffer l'analyse 

métatranscriptomique avec d'autres transcriptomes d’Arabidopsis en général et tissus de 

cellules racinaires en particulier afin de renforcer les spécificités et les ressemblances 

observées entre les AC-DC et les autres types cellulaires.  
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Annexe III : Figures 
supplémentaires 

 
I. Transcriptomique des AC-DC et des racines 

II. Analyse génomique de l’ADNex 
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III. Annexe III : Figures 
supplémentaires 

 

Dans cette annexe sont présentées les figures supplémentaires à celles inclues dans les 

résultats de ce manuscrit.  

I. Transcriptomique des AC-DC et des racines 

I-1 Gènes sous régulés chez les AC-DC 

Tableau III-1 : : Détail des gènes sous-exprimés chez les AC-DC de soja en réponse à PEP-13 
classés en fonction de leur catégorie de bins  
Une couleur est attribuée au Log2 du FC en fonction de sa val eur, plus celle-ci est faible plus 
elle apparaitra en bleu foncé.  
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I-2 Gènes sous régulés chez les racines 

 

 

Tableau III-2 : Détail des gènes sous-exprimés chez les racines de soja en réponse à PEP-13 
classés en fonction de leur catégorie de bins  
Une couleur est attribuée au Log2 du FC en fonctio n de sa valeur, plus celle -ci est faible plus 
elle apparaitra en bleu foncé.  
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I. Analyse génomique de l’ADNex 

II-1 Alignement des séquences 

Tableau III-3 : Analyse du nombre de séquences de l'ADNex  alignées (counts) sur le génome 
complet (chromosomes, mitochondrie et plaste) du soja pour le réplicat 8 NE (ADNex en 
condition non élicitée)  
 Pour les chromosomes, plastes et mitochondrie, un ratio count/Mb a été calculé. Ce ratio correspond au 
nombre de counts alignés sur le génome, divisé par sa taille en mégabases (Mb). Enfin, les trois dernières lignes 
de ce tableau correspondent à la somme totale des counts, de la taille ou des ratios pour l’ensemble des 
chromosomes (ligne ADNchr), la mitochondrie et le plaste (ligne ADNm et ADNp) et enfin pour le génome 
complet (ligne ADN total). ADNchr = ADN chromosomique ; ADNm = ADN mitochondrial ; ADNp = ADN 
plastidial. 
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Tableau III-4 : Analyse du nombre de séquences de l'ADNex alignées ( counts) sur le génome 
complet (chromosomes, mitochondrie et plaste) du soja pour le réplicat 9 NE (ADNex en 
condition non élicitée)  
 Pour les chromosomes, plastes et mitochondrie, un ratio count/Mb a été calculé. Ce ratio correspond au 
nombre de counts alignés sur le génome, divisé par sa taille en mégabases (Mb). Enfin, les trois dernières lignes 
de ce tableau correspondent à la somme totale des counts, de la taille ou des ratios pour l’ensemble des 
chromosomes (ligne ADNchr), la mitochondrie et le plaste (ligne ADNm et ADNp) et enfin pour le génome 
complet (ligne ADN total). ADNchr = ADN chromosomique ; ADNm = ADN mitochondrial ; ADNp = ADN 
plastidial. 
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Tableau III-5 : Analyse du nombre de séquences de l'ADNex alignées ( counts) sur le génome 
complet (chromosomes, mitochondrie et plaste) du soja pour le réplicat 8 E (ADNex en 
condition élicitée)  
Pour les chromosomes, plastes et mitochondrie, un ratio count/Mb a été calculé. Ce ratio correspond au 
nombre de counts alignés sur le génome, divisé par sa taille en mégabases (Mb). Enfin, les trois dernières lignes 
de ce tableau correspondent à la somme totale des counts, de la taille ou des ratios pour l’ensemble des 
chromosomes (ligne ADNchr), la mitochondrie et le plaste (ligne ADNm et ADNp) et enfin pour le génome 
complet (ligne ADN total). ADNchr = ADN chromosomique ; ADNm = ADN mitochondrial ; ADNp = ADN 
plastidial. 
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Tableau III-6 : Analyse du nombre de séquences de l'ADNex alignées ( counts) sur le génome 
complet (chromosomes, mitochondrie et plaste) du soja pour le réplicat 9 E (ADNex en 
condition élicitée)  
Pour les chromosomes, plastes et mitochondrie, un ratio count/Mb a été calculé. Ce ratio correspond au 
nombre de counts alignés sur le génome, divisé par sa taille en mégabases (Mb). Enfin, les trois dernières lignes 
de ce tableau correspondent à la somme totale des counts, de la taille ou des ratios pour l’ensemble des 
chromosomes (ligne ADNchr), la mitochondrie et le plaste (ligne ADNm et ADNp) et enfin pour le génome 
complet (ligne ADN total). ADNchr = ADN chromosomique ; ADNm = ADN mitochondrial ; ADNp = ADN 
plastidial. 
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II-2 Observation de la couverture des chromosomes avec IGV  

Figure III-1 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons d’ADNex 
sur le chromosome GM01 
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Figure III-2 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons d’ADNex 
sur le chromosome GM02 
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Figure III-3 : Visualisation IGV de l’alignement des reads des différents échantillons d’ADNex 
sur le chromosome GM03 
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Figure III-4 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons d’ADNex 
sur le chromosome GM04 
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Figure III-5 : Visualisation IGV de l’alignement des reads des différents échantillons d’ADNex 
sur le chromosome GM05 
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Figure III-6 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons d’ADNex 
sur le chromosome GM06 
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Figure III-7 : Visualisation IGV de l’alignement des reads des différents échantillons d’ADNex 
sur le chromosome GM07 
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Figure III-8 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons d’ADNex 
sur le chromosome GM08 
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Figure III-9 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons d’ADNex 
sur le chromosome GM09 
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Figure III-10 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons 
d’ADNex sur le chromosome GM10  
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Figure III-11 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons 
d’ADNex sur le chromosome GM11  
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Figure III-12 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons 
d’ADNex sur le chromosome GM12  



ANNEXES 

260 
 

  

Figure III-13 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons 
d’ADNex sur le chromosome GM13  
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Figure III-14 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons 
d’ADNex sur le chromosome GM14  
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Figure III-15 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons 
d’ADNex sur le chromosome GM15  
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Figure III-16 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons 
d’ADNex sur le chromosome GM16  
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Figure III-17 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons 
d’ADNex sur le chromosome GM17  
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Figure III-18 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons 
d’ADNex sur le chromosome GM1 9 
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Figure III-19 : Visualisation IGV de l’alignement des reads  des différents échantillons 
d’ADNex sur le chromosome GM20 
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II-3 Graphiques d’alignement des reads sur les chromosomes et les organites 

(réplicat 7) 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 1, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb).  

 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 2, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb).  

    

Figure III-20 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM01 en 
condition non élicitée  

Figure III-21 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM02 en 
condition non élicitée  
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Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 3, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb).  

 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 4, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb).     

 

 

Figure III-22 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM03 en 
condition non élicitée  

Figure III-23 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM04 en 
condition non élicitée  
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Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 5, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 
 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 6, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

        

 

 

Figure III-24 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM05 en 
condition non élicitée  

Figure III-25 : Distribution des counts d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM06 en 
condition non élicitée  
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 Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 7, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 
        

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 8, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

                

 

 

Figure III-26 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM0 7 en 
condition non élicitée  

Figure III-27 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM08 en 
condition non élicitée  
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Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 9, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 
 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 10, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 

 

 

Figure III-28 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM09 en 
condition non élicitée  

Figure III-29 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM10 en 
condition non élicitée  
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Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 11, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 12, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 

 

 

Figure III-30 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM11 en 
condition non élicitée  

Figure III-31 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM12 en 
condition non élicitée  
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 Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 13, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 
 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 14, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 

 

Figure III-32 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM14 en 
condition non élicitée  

Figure III-31 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM13 en 
condition non élicitée  



ANNEXES 

274 
 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 15, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 
 
 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 16, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 

 

Figure III-34 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM15 en 
condition non élicitée  

Figure III-35 : Distribution des counts d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM16 en 
condition non élicitée  
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 Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 17, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 

 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 18, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 

 

Figure III-36 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM17 en 
condition non élicitée  

Figure III-37 : Distribution des counts d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM18 en 
condition non élicitée  
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Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 20, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 
 
 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 1, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

Figure III-38 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM20 en 
condition non élicitée  

Figure III-39 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM01 en 
condition élicitée  
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Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 2, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 
 
 

 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 3, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

Figure III-40 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM02 en 
condition élicitée  

Figure III-41 : Distribution des counts d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM03 en 
condition élicitée  
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Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 4, c’est-à-dire le nombre de counts 

alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 
 
 
 
 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 5, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

Figure III-42 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM04 en 
condition élicitée  

Figure III-42 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM05 en 
condition élicitée  



ANNEXES 

279 
 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 6, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 

 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 7, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

Figure III-43 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM06 en 
condition élicitée  

Figure III-44 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM07 en 
condition élicitée  
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Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 8, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 
 
 
 
 
 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 9, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 

Figure III-45 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM08 en 
condition élicitée  

Figure III-46 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM09 en 
condition élicitée  
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Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 10, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 
 
 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 11, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 

Figure III-47 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM10 en 
condition élicitée  

Figure III-48 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM11 en 
condition élicitée  
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Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 12, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 
 
 
 
 

 
Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 13, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 

Figure III-50 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM13 en 
condition élicitée  

Figure III-49 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM12 en 
condition élicitée  
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Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 14, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 
 
 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 15, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 

Figure III-51 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM14 en 
condition élicitée  

Figure III-52 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM15 e n 
condition élicitée  
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 Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 16, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 
 
 
 
 

 
Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 17, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

Figure III-53 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM16 en 
condition élicitée  

Figure III-54 : Distribution des counts d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM17 en 
condition élicitée  
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 Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 18, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 
 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 19, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 

Figure III-55 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM18 en 
condition élicitée  

Figure III-56 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM19 en 
condition élicitée  
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 Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le chromosome 20, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 
 
 

Sur cette figure on observe la distribution des counts sur la mitochondrie, c’est-à-dire le nombre de counts 
alignés en fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 

 

Figure III-57 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le chromosome GM20 en 
condition élicitée  

Figure III-58 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur la mitochondrie en 
condition élicitée  
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Sur cette figure on observe la distribution des counts sur le plaste, c’est-à-dire le nombre de counts alignés en 
fonction de leur position. La position est présentée en paires de bases (pb). 
 

 

 

Figure III-59 : Distribution des counts  d'ADNex de soja alignés sur le plaste en conditio n 
élicitée 
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Résumé 

Le soja, culture d’intérêt agronomique mondiale et bientôt Normande, doit faire face à 
l’attaque de nombreux phytopathogènes et notamment à l’oomycète Phytophthora sojae 
Kaufm. & Gerd., qui engendrent chaque année d’importantes pertes économiques. Le RET 
(Root Extracellular Trap) est situé à l’apex racinaire, est constitué de cellules détachées de la 
racine appelées cellules frontières ou AC-DC (root Associated Cap-Derived Cells) et de leur 
mucilage associé. On retrouve au sein de ce mucilage des glycomolécules, des protéines, ou 
encore de l’ADN extracellulaire (ADNex). Cet ensemble, formant un territoire racinaire 
particulier, va permettre la protection de la racine et notamment de son apex contre les 
stress biotiques et abiotiques. Afin de mieux comprendre les mécanismes de défense 
racinaires, et notamment de certains acteurs du RET, une analyse transcriptomique et 
protéomique des AC-DC et de la racine et une analyse génomique de l’ADNex ont été 
réalisées en conditions témoin et élicitée avec PEP-13, un éliciteur provenant des oomycètes 
du genre Phytophthora sp. Les analyses transcriptomique et protéomique ont montré une 
spécificité des AC-DC par rapport aux racines et une réponse à PEP-13 qui semble différente 
entre ces deux zones. Le séquençage génomique de l’ADNex du RET a été réalisé afin de 
déterminer l’origine de celui-ci et savoir s'il existe une spécificité de séquences entre les 
deux conditions. Il semblerait que l'ADNex ait une meilleure couverture lors de l'alignement 
sur l’ADN mitochondrial et l’ADN plastidial comparé à l’ADN chromosomique. Cette 
différence de couverture peut indiquer une différence de persistance de l’ADNex dans le RET 
en fonction de son origine (chromosomique ou mitochondrial et plastidial), ou une libération 
dans le RET par ces organites. Il semblerait également qu’il n’y ait pas de différences entre 
les séquences d’ADNex du RET en condition élicitée avec PEP-13 ou témoin. 
Mots clés : Glycine max (L.) Merr. (soja), éliciteur, PEP-13, root extracellular trap, AC-DC, 
ADN extracellulaire, transcriptomique, protéomique, séquençage ADN.  
 

Abstract 

Soybean, a crop of Normand and world agronomic interest, is threatened by numerous 
phytopathogens like the oomycete Phytophthora sojae Kaufm. & Gerd., wich generate high 
levels of economical losses. The RET (root extracellular trap) is located at the root apex and 
is composed of border cells or AC-DC (root associated cap-derived cells) and their mucilage. 
This mucilage is made up of glycomolecules, proteins or also extracellular DNA (exDNA). The 
RET play a role in root protection against biotic stresses. In order to better understand the 
role of the RET in root protection, a transcriptomic and a proteomic analysis where done on 
AC-DC and roots in controle condition and in elicited condition with PEP-13 (an elicitor from 
Phytophthora sp.). The results show a specificity of AC-DC compared to the root, and an 
answer to PEP-13 wich seems to be different between these two tissues. An other 
experiment was to sequence RET exDNA in controle and elicited conditions, in order to 
define the origin of this exDNA. We show that the coverage of mitochondrial and plastidial 
DNA where much better than the coverage of chromosomic DNA. It could mean that 
chromosomic DNA isn’t conserved as well as organelles DNA, or exDNA could originate from 
organelles. Furthermore, results seems to show no differences between the sequences of 
elicited or control exDNA.  
Key words : Glycine max (L.) Merr. (soybean), elicitor, PEP-13, root extracellular trap, AC-DC, 
extracellular DNA, transcriptomic, proteomic, DNA sequencing. 


