130

NOUVELLE
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> Les plantes de la famille des [égumineu-
ses sont capables d’établir une relation
symbiotique avec des bactéries du sol, les
rhizobium. La symbiose se caractérise par
la présence d’organes particuliers, situés
au niveau de la racine, appelés nodosités,
au sein desquels la bactérie réduit 'azote
atmosphérique en ammoniac, assimilable
par la plante. €n contrepartie, la plante
fournit a son symbiote une niche éco-
logique et les substrats carbonés issus
de la photosynthése, nécessaires a son
métabolisme. U'établissement de cette
interaction symbiotique est tres spécifique
et résulte d’un dialogue moléculaire entre
les deux partenaires, schématisé sur la
Figure 1. Dans un premier temps, des exsu-
dats racinaires contenant des flavonoides
sont percus par la bactérie et activent la
transcription de génes particuliers: les
genes nod. Ces génes sont responsables de
la biosynthése de composés appelés fac-
teurs de nodulation ou facteurs Nod, qui,
en retour, vont déclencher chez la plante le
programme d’organogenése conduisant a
la formation du nodule. Les facteurs Nod,
isolés de différentes especes de rhizobium,
possedent tous la méme structure de base :
ce sont des lipo-chito-oligosaccharides
constitués d’un squelette d’oligochitine
de 3 a 5 résidus de N-acétyl-glucosamine,
acylé a I'extrémité non réductrice par
un acide gras. La nature de Iacide gras
(longueur et degré d’insaturation) et des
substituants chimiques présents sur le
squelette d’oligochitine sont caractéris-
tiques d’une espéce bactérienne donnée
et déterminent la spécificité d’interaction
entre la bactérie et sa plante hote [1].

Les facteurs Nod sont des molécules extré-
mement actives susceptibles d’induire, a de
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trés faibles concentrations (nano- & pico-
molaires), des réponses variées dans diffé-
rents tissus de I’hote, comparables a celles
provoquées par la bactérie lors des phases
de linteraction symbiotique: réorganisa-
tion du cytosquelette des poils absorbants,
induction de genes symbiotiques végétaux
appelés nodulines, mitoses et formation de
primordium nodulaires dans le cortex [2].
Au cours de ces dix derniéres années, les
recherches entreprises sur des [égumineuses
modeéles telles que Lotus japonicus ou Medi-
cago truncatula ont permis: (1) de mettre
en évidence une voie de signalisation Nod et
d’identifier les génes qui la contrdlent; (2)
de montrer I'intervention de I'ion calcium a
différents niveaux de cette voie.

La voie de signalisation Nod

Les fluctuations calciques

U'application de facteurs Nod a des raci-
nes provoque deux types de variations
calciques au niveau des poils absorbants :
un influx rapide dans la minute suivant
I"application, suivi de variations calciques
oscillatoires, localisées au niveau péri-
nucléaire et nucléaire, intervenant une
dizaine de minutes apres traitement et se
poursuivant pendant 30 a 45 minutes.
Linflux rapide de calcium

Un influx rapide de calcium, suivi d’une
sortie de CI7, de K" et d’une alcalinisa-
tion du cytoplasme a d’abord été observé
a I'aide de micro-électrodes sélectives.
Ces mouvements ioniques sont a I'ori-
gine de la dépolarisation membranaire qui
avait été décrite initialement comme le
premier événement associé a la percep-
tion des facteurs Nod. Cet influx rapide
de Ca?* a également été mesuré a l'aide
de sondes calciques fluorescentes (ore-
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gon green, calcium green) qui ont per-
mis d’apporter des informations spatiales
(pour revue, voir [3]). Ainsi, au sein des
poils absorbants en croissance, le cal-
cium se répartit selon un gradient orienté
de 'apex a la base. Ugjout de facteurs
Nod a des concentrations relativement
élevées (10 nM), accentue ce gradient et
provoque une vague calcique en direction
du noyau, situé en position basale. Les
données obtenues sembleraient indiquer
qu’'au cours de cette phase, les variations
calciques feraient intervenir du calcium
d’origine extracellulaire mais provenant
également de réserves internes comme le
suggere, au niveau des poils absorbants, la
présence de zones ol la concentration en
Ca®* est tres élevée.

Les oscillations calciques

Les oscillations calciques (Ca?* spiking),
sont observées en réponse a un traitement
par les facteurs Nod pour des concentra-
tions dix fois plus faibles (1nM) que cel-
les provoquant I'influx rapide. Elles sont
localisées dans les régions périnucléaire et
nucléaire, et se propagent en direction de
I'apex. Le signal se décompose en une phase
d’élévation tres rapide de la concentra-
tion en Ca®*, suivie d’un retour progressif a
I’état initial. Ce schéma bi-phasique pour-
rait correspondre a I'ouverture d’un canal
calcique sollicitant un pool interne, puis a
sa fermeture et a un re-pompage actif du
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calcium vers ce méme compartiment ou
un autre. Cette hypothése est confortée
par des données pharmacologiques met-
tant en évidence une inhibition des oscilla-
tions calciques en présence d’inhibiteurs de
canaux calciques et d’'une pompe a Ca®* de
type IIA [4, 5]. Les événements intervenant
durant la période de latence (10 minutes
en moyenne) qui sépare I'influx initial et les
oscillations calciques ne sont pas encore
caractérisés. Il est probable que ce temps
de latence correspond @ une modification
de 'homéostasie calcique nécessaire a la
mise en place des variations oscillatoires.
Toutefois, P'influx rapide de calcium et les
oscillations constituent deux évenements
indépendants pouvant étre découplés.
Ainsi, chez M. truncatula, certains mutants
de nodulation répondent au traitement par
les facteurs Nod par un flux rapide de Ca?*
qui n’est pas suivi d’oscillations calciques
[6]. Lensemble de ces données suggére que
les deux types de variations calciques sont
associés a des voies de signalisation cellu-
laire différentes mais faisant probablement
intervenir des éléments communs.

Chez les eucaryotes, les oscillations calci-
ques sont impliquées dans différents pro-

cessus physiologiques. Dans plusieurs cas,
la réponse biologique peut étre modulée
en fonction de "amplitude et/ou de la
fréquence des oscillations. Par analogie, les
oscillations calciques pourraient transduire,
vers les étapes en aval, 'information initiale
codée lors de la perception du facteur Nod.

Les protéines de la voie

de signalisation Nod

La symbiose constitue un modéle d’étude
remarquable en terme de signalisation cel-
lulaire végétale car elle représente I'unique
exemple d’organogenése (formation du
nodule), ot le composé morphogéne (fac-
teur Nod) a été identifié. Son caractére
facultatif pour la plante a permis d'engen-
drer des mutants et de sélectionner, a I'aide
d’un crible simple (absence de nodules),
ceux qui étaient affectés dans le processus
de nodulation. Ainsi, 'approche génétique
a permis d’identifier chez M. truncatula
six genes (DMI1, DMI2, DMI3, NFP, NSPI et
NSP2), impliqués dans les étapes précoces
de signalisation par les facteurs Nod et
nécessaires a des réponses symbiotiques
telles que : la déformation des poils absor-
bants racinaires, I'expression de genes de
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Figure 1. La symbiose Rhizobium/légumineuses : un dialogue moléculaire entre la plante et la

bactérie.
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nodulines et la division des cellules corti-
cales [7, 8]. Il a été ainsi possible d’ordon-
ner ces genes par rapport a ces réponses
morphologiques et cellulaires, en incluant
les variations calciques, et de proposer un
modele de voie de signalisation schéma-
tisé sur la Figure 2. De fagon inattendue,
les plantes affectées dans les genes DMII,
DMI2 et DMI3 sont également incapables
d’établir une interaction symbiotique avec
les champignons mycorhiziens a arbuscules,
suggérant 'existence de voies de signalisa-
tion communes intervenant dans la mise en
place des deux symbioses. Récemment, les
genes DMI1, DMI2, DMI3 NFP, NSPI et NSP2 et
leurs orthologues dans d’autres légumineu-
ses ont été clonés. DMI/I code une protéine
membranaire présentant une homologie
faible avec un canal cationique, DMI2 un
récepteur kinase a domaine extracellulaire
LRR (leucine rich repeat), DMI3 une protéine
kinase calcium- et calmoduline-dépen-
dante, NFP un récepteur kinase a domaine
extracellulaire présentant des motifs LysM
(lysin motif) connus pour interagir avec
les glycanes, NSPI et NSP2 des facteurs
de transcription de la famille GRAS (pour
revue, voir [8]).

Le phénotype du mutant nfp (absence
totale de réponse aux facteurs Nod) et la
présence, dans le domaine extracellulaire
de la protéine, de motifs compatibles
avec la fonction biochimique de recon-
naissance du squelette oligosaccharidique
des facteurs Nod, font de NFP le récepteur
présomptif des facteurs Nod. Un autre
gene, LYK3, controlant I'infection de la
plante-hote, et récemment identifié, est
également prédit pour coder un récep-
teur kinase a domaine LysM (LysM-RLK),
suggérant des mécanismes de percep-
tion complexes a différentes étapes de
Iinteraction symbiotique. Si la fonction
biochimique de DMI1 et DMI2 n’est pas
encore connue, le fait que les mutants
dmil et dmi2 soient affectés au niveau des
oscillations calciques indique que DMI1 et
DMI2 interviennent dans leur production.

Le décodage des oscillations calciques
Le positionnement de DMI3 en aval des
oscillations calciques et le fait que le
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mutant correspondant soit affecté dans
les étapes ultérieures de signalisation,
suggerent fortement que cette protéine
assure le décodage des oscillations. DMI3
est une protéine kinase calcium- et calmo-
duline-dépendante (CCaMK) qui posséde
un domaine kinase, un domaine de liaison
a la calmoduline homologue de celui de
la CaMKIl des animaux, un domaine pré-
sentant une homologie avec la visinine,
une calciprotéine neuronale, qui comporte
3 motifs EF-hands de liaison au Ca?* [9].
Comme la CaMKll, la CCaMK de M. trunca-
tula pourrait percevoir la fréquence des
oscillations calciques. Cependant, son
mécanisme d’action reste a élucider et
notamment les rdles respectifs des domai-
nes visinine et de liaison a la calmoduline
dans la perception des variations calci-
ques et I'activation de I'enzyme. €n outre,
sa localisation nucléaire laisse entrevoir
un role de cet organite dans la production
des oscillations calciques.

€n raison de sa présence en un seul exem-
plaire dans le génome de M. truncatula et
de son intervention dans I'établissement

de la symbiose mycorhizienne, la CCaMK
pourrait assurer un role d’aiguillage dans
le routage des signaux associés aux deux
types de symbiose. Cette hypothese,
séduisante, suppose que l'interaction
avec les champignons mycorhiziens se
traduise par la production d’une signa-
ture calcique différente (en terme de
fréquence et/ou d’amplitude des oscilla-
tions) de celle associée a la voie Nod, qui
serait également décodée par la CCaMK.
U'identification d’un facteur Myc, molé-
cule signal équivalente du facteur Nod,
ou la détection d’oscillations calciques
associées a la mycorhization constitue-
raient des avancées importantes permet-
tant de mettre a I"épreuve cette hypo-
thése. Cependant, le fait qu’un gene de
CCaMK de riz soit capable de restaurer
partiellement I"aptitude a noduler d’un
mutant dmi3 de M. truncatula indique
que les oscillations calciques induites par
les facteurs Nod ne constituent pas une
signature calcique spécifique, que seules
les légumineuses seraient capables d’in-
terpréter [10].
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Figure 2. Modeéle hypothétique des voies de signalisation symbiotiques Nod et Myc chez
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M. truncatula. NFP: récepteur kinase a domaines LysM; DMI1: canal cationique présomptif;

DMI2 : récepteur kinase a domaines LRR ; DMI3 : protéine kinase calcium- et calmoduline-dépen-

dante ; NSP1, NSP2 : facteurs de transcription.
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Conclusions

L'approche génétique a permis d’iden-
tifier des génes clés intervenant dans
la voie de signalisation Nod. Il devient
maintenant possible d’étudier cette
voie d’un point de vue fonctionnel,
notamment en relation avec la signa-
lisation calcique. Ainsi, les champs de
recherche a explorer concernent notam-
ment les roles de DMIL et DMI2 dans la
production des oscillations calciques
et le r6le de DMI3 dans le décodage
de ce signal. Par ailleurs, I’existence
de deux réponses calciques distinctes,
nécessitant, pour leur induction, des
concentrations différentes en facteurs
Nod suggere I'existence de plusieurs
récepteurs ou d’un systéme de percep-
tions multi-composantes présentant
des affinités ou des mécanismes d’ac-
tivation différents. ¢

Calcium and Nod signaling
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