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Introduction

Pour faire face aux limitations d'azote, certaines plantes ont développé la capacité de fixer
l'azote atmosphérique grace a une interaction symbiotique avec les bactéries du sol.
L’association la plus efficaces et la plus intimes conduit a la formation de nouveaux organes
racinaires appelés nodules ou les bactéries sont hébergées intra cellulairement et fixent I'azote

atmosphérique Dans des conditions optimales (Varma et al., 2013).

Les plantes fixatrices d'azote comme les espéces actinorhiziennes capables de pousser
dans des sols pauvres et perturbes, sont largement plantes pour la remise en état de ces terres
dégradées. Il a été rapporté que l'association des microbes du sol en particulier les bactéries
fixatrices d'azote Frankia avec ces plantes actinorhiziennes peut attenue les effets néfastes

des stress biotiques et abiotiques (Diagne et al., 2013a).

Quant a Frankia Pactinobacterie a fixatrice d’azote qui forme une association
symbiotique avec des plantes actinorhiziennes trouvées dans les nodules des racines ou a
I’état libre dans le sol avec une croissance lente (Diagne et al.,2013a).

Il faut également mentionner que cette forme de symbiose est bénéfique pour les plants
actinorhiziennes car il recoit de Frankia L’azote qu’il est ne peu pas fixé par lui-méme.

L'objectif de ce travail est I’isolement et caractérisation des actinomycétes de genre
Frankia non répertories isolées a partir des nodules des plants actinorhiziennes ou a partir du
sol pris dans la rhizosphére de 1'arbre.

La présente étude, comporte :

Une partie bibliographique englobant les généralités sur les plants actinorhiziennes et les
actinobactéries fixatrice d’azote; dans un premier chapitre et celles sur la symbiose

actinorhizienne-Frankia et leur processus dans un deuxiéme chapitre.
Une partie expérimentale subdivisée en deux chapitres :

L’un présentant la rubrique « matériel et méthodes » apportant les détails sur la mise en
place d’une étude phylogénique et phénotypique de la symbiose actinorhizienne des plant au

région aride.
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L’autre est basé sur le travail en laboratoire qui n’a malheureusement pas pu étre effectu¢
en raison de la crise sanitaire, provoquée par la pandémie virale « Covid-19 », La rubrique «
résultats et discussion » est donc une synthése de recherche fondamentale arborant et discutant
les résultats des publications scientifiques traitant d’un ou de plusieurs parametres faisant 1’objet

de cette étude.
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Chapitre 01 : Généralité sur les plants actinorhiziennes

1.1 La fixation symbiotique d’azote

A T’échéle mondiale le reste de 1’azote fixé, environ 60% de 150 a 190 million de tonnes
par an est représentée par la réduction de 1’azote en ammoniac par des organismes vivant. Ce

processus est connue sous le terme fixation biologique de I’azote. (Hopkins, 2003).

Les procaryotes qui fixent I’azote, nommés fixateurs d’azote : comprennent a la fois des
organismes libres et des organismes qui forment des associations symbiotiques avec d’autres

organismes.(Hopkins, 2003).

1.2 Différents types des bactéries fixatrices d’azote
1.2.1 Les fixateurs symbiotiques

La fixation symbiotique d’azote implique des interactions anatomiques, morphologique et
biochimiques importantes entre la plante hote et les microorganismes qui I’envahissent (Weyens

etal., 2010).

e Rhizobium (bactérie) : chez léegumineuses.
e  Frankia (actinomycete) : chez l’aulne.
e Algues : chez les champignons (lichens) (Ndoye, 1990)

1.2.2 Les fixateurs libres

Les microorganismes libres fixateurs d’azote sont assez nombreux (Azotobacteriacae,

Bacillacae,Corynebacteriaceae, Enterobacteriaceae, Methanomonadaceae...). (Hopkins, 2003).

1.3 Symbiose Frankia —plant actinorhizienne

Symbiontes microbiens fixant I'azote atmosphérique et appartenant au genre actinomycete
Frankia habitent des nodules racinaires de plantes ligneuses de huit familles d'angiospermes non
légumineuses (Benson et Silvestre,1993 ; Benson et Clawson, 2000). Plantes capables de former
une association symbiotique avec Frankia sont appelées plantes actinorhiziennes. Ils ont souvent
un role important en tant que plantes pionniéres dans la colonisation des sols pauvres en azote ou
des sites perturbés I'entrée de nouvelles espéces apres avoir augmenté la teneur en azote du sol

(Baker et Schwintzer, 1990 ; Dawson ,1990).
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1.4. Généralités sur actinobactérie Frankia

Le genre d'actinobactérie Frankia appartient a la famille récemment modifiée des
Frankiaceae (Taveres et Sellstedt, 2000). ces membres sont des actinobactérie du sol a Gram
positif et fixatrices d'azote. Capable de former une symbiose actinorhizienne (Verghese et al.,
2002). Ceux qui nodulent sont environ huit familles de plantes représentant environ 25 genres de
ligneux, dicotylédones, angiospermes vivaces appelés collectivement plantes actinorhiziennes. Le

terme actinorhizal est donné aux nodules racinaires formés par Frankia (Verghese et Misra,

2000).

1.4.1.Caractéristiques morphologiques de Frankia spp

Selon Huang et Benson (2012) Les colonies de Frankia sont différenciées en trois types
cellulaires différents via (1) les hyphes, (2) les spores, et (3) des vésicules. Frankia est un
actinobactérie de Gram positif a croissance lente (4 a 8 semaines). Les colonies sont incolores ou
pigmentées selon le milieu et montrent une grande diversité de pigmentation. Les cellules
peuvent étre blanches, rouge foncé, grises, noires, vertes, marron ou jaune. Ils présentent un
polymorphisme des colonies dans des milieux solides allant des étoiles de mer, formes diffuses

ou compactes.

Les colonies sont mucilagineuses au centre, et en liquide moyen, sont ellipsoidales ou

sphériques.

La majorité des hyphes sont minces, mal ramifiés et forment des thalles denses compacts

ou filamenteux minces. (Haansuu et al., 2001).

Les sporanges sont ronds, cylindriques ou tres irréguliers, compartimentés, vus par voie

intrahyphale (Gtari et al., 2013).

La présence de vésicules sous la forme d'hyphes gonflés est une caractéristique unique de

genre Frankia.(Lee et al., 2012).

1.4.2 Classification des Frankia

La taxonomie des Frankia est basés sur I’ensemble des caractéres morphologiques,

physiologiques, chimio-taxonomiques, et moléculaire.(tab 1)
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Morphologiques: selon le type de paroi cellulaire, Frankia a été placé sous le taxon

Actinobactérie avec sporanges multiloculaires avec Dermatophilus et Geodermatophilus.

Physiologiquement: sont classés en deux groupes. Le groupe A comprend des groupes
hétérogenes et divers et le groupe B contient des souches micro-aérophiles homogenes

(Yamanaka et Mansour, 2013).

Les études cytochimies: L'analyse quantitativel0 de la composition totale des acides gras

(Marappa et al.,2020)
Moléculaire : détermination du (G+C) %, séquengage des genes de I’ARN 16S... .etc.

Tableau 1:Classification des actinomycetes selon (Marappa et al.(2020).

Unité de Classification Appellation latine
Phylum Actinobacteria
Ordre Actinomycetales
Sous-ordre Frankineae
Famille Frankiaceae
Genre Frankia

1.5 Définition et caractéres généraux des plants actinorhiziennes

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

I’Université de Harvard dans le Massachusetts Benabdoun, F. M. (2012).

Les plantes actinorhiziennes sont des plantes ligneuses dicotylédone, vivaient dans divers

milieux aux premiers stades de la succession végétale et sont devenues des especes pionnicres.

Ces plantes ont colonisé les sols a faible teneur en azote (tels que les sols minéraux sableux,
érodés et rugueux et les zones humides) (Cart’et al., 2002), elles ont la capacité de développer
une symbiose au niveau de la racine avec des actinobactérie d'azote Frankiae (Benabdoun et al.,

2012).

1.5.1. Morphologie des plants actinorhiziennes

Toutes les plantes actinorhiziennes sont des arbres ou des arbustes, sauf pour le genre

Datisca, qui est herbacé Certaines especes, comme Dryasdrummondii ou Discarianana affectent
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méme des formes prostrées, constituant des « assiettes » ou des « carpettes » appliquées
fortement sur la surface du sol (wall, 2000) . D'autres, comme Ceanothus prostratus ont
simplement un port rampant sous la forme arborescente. Les plantes actinorhiziennes peuvent
atteindre la taille imposante. Il s'agit d'un cas de casuarina (sensu lato) ou de diverses especes
d'aulne. L'exemple de Casuarina Cunninghamiana présente souvent un arbre supérieur a 35 m

du haut (Moiroud, 1996).

Parmi les espéces les plus connues, on peut citer aulne (Alnus glutinosa), le Filao
(Casuarina equisetifolia), I’olivier de boheme (Eleagnus angustifolia) ou encore le ceanothe

(Ceanothus dentatus) (Benabdoun et al., 2012).

1.5.2. Classification des plants actinorhiziennes

On distingue environ 200 especes des plants actinorhiziennes regroupées en 8 familles :
Betulaceae, Casuarinaceae, Myricaceae, Elacagnaceae, Rhamnaceae, Rosaceae, Coriariaceae et

Datiscaceae, et comprenant 25 genres (Cart ‘et al., 2002) (voir tableau 2).

Tableau 2: taxonomie et répartition géographique des plants actinorhiziennes (Benabdoun,2012).

Nombre Nombre
Famille Genre Total D’especes | Origine géographique
d’espéces | nodulantes
Europe, Asie, Amérique du
Betulaceae Alnus 47 47 Nord, Les Andes
. Allocasuarina | 59 54 Austrahe . .
Casuarinaceae . Australie,  Asie Tropicale,
Casuarina 18 18 .
Pacifique Sud-ouest
Datiscaceae Datisca 2 2 Asie, Amérique du  Nord,
Europe
Rhamnaceae | Adolphia 1 1 Amérique du Nord

Parmi les especes a port d'arbrisseau celles vivant dans les zones semi-désertiques (par
exemple diverses Rhamnacees d’Amérique du Sud) sont pratiquement aphylles et couvertes
d’épines vigoureuses. A 1’exception, Les deux espéces herbacees appartiennent au méme genre
Datisca. Ces deux espéces ont des aires trés disjointes l'une D. glomerata, se rencontre en
Califomie alors que l'autre, D. cannabina a une aire plus vaste et se rencontre en abondance dans

la région Himalayenne du Pakistan (Moiroud, 1996).
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1.5.3. Réle des plants actinorhiziennes

Jouent un rdle environnemental trés important dans les régions arides et semi-arides, en
particulier les Casuarinacées equisetifolia, C. Cunninghamiana et, C. glauca sont largement
utilisées sous forme de barriéres arbustives pour préserver les cultures vivriéres du vent et de
I’ensablement, et pour protéger les zones cotieres des typhons et des tsunamis (Burleigh et
Dawson, 1991; Moiroud, 1996 ) et enrichir les sols en éléments organiques dans des activités
d’agroforesterie (Benabdoun ef al., 2012). Certaines especes sont également résistantes a certains
stress abiotiques comme les métaux lourds, la sécheresse (Allocasuarina decaisneana), ou la

salinité (C. Glauca et C. Obesa). (Benabdoun, F. M. 2012).

1.6. Physiologie de développement

Toutes les souches de Frankia ont une croissance lente avec un temps de génération allant
de 20h a plusieurs journées. Ils sont mésophiles et poussent a une température de 28 a 37 ° C. Ils
sont catalase positif et chimio-organotrophe (Zaid et al, 2003). Ils sont aérobies ou micro

aérophiles (Lechevalier, 1994). Physiologiquement, Frankia est classée en deux groupes :

Le groupe A est une collection hétérogene de souches morphologiquement et
chimiquement diverses. Ce sont pour la plupart des saprophytes aérobies du sol (Obertello et al.,
2003). Et Le groupe B est plus homogene. Ce sont pour la plupart des cellules incolores, micro

aérophiles et ne peuvent pas étre maintenu sur des inclinaisons.

La plupart de ces souches peuvent induire des nodules efficaces (fixateurs de N2) sur le
racines de leur plante hote d'origine. Frankia est souvent trouvé dans un sol dépourvu d'especes
végétales hotes. On observe également une corrélation positive entre le pH et la population de
Frankia. 11 a été rapporté qu'un pH bas inhibe la nodulation. Une différence dans le métabolisme
du carbone a été trouvé chez les membres de Frankia. L'acide propionique et le succinate sont de
bonnes sources de carbone pour la croissance de Frankia. La Capacité a grandir en présence des
sources d'azote organiques et inorganiques varient selon les souches de Frankia (Imanishil et al.,
2014). Le charbon actif est efficace pour augmenter le nombre de colonies avec des cultures plus

anciennes.
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Chapitre 2 : la symbiose actinorhizienne

2.1 Etablissement de la symbiose actinorhizienne

2.1.1 Pré-infection

La premiére étape vers la symbiose est la reconnaissance des symbiotes compatibles. La
spécificité de I'hdte provient des deux partenaires (Varma et al., 2013), commence par engendrant
une courbure ou déformation des poils absorbants des racines (Annexe 5A) induit par un signal
inconnue produit par Frankia (Obertello et al., 2003). Certains sous-groupes de Frankia comme
les souches « Casuarina » ont développé des niveaux ¢€levés de spécificité et sont capables de
nodulés seulement deux genres Casuarinaceae, et Allocasuarina. Coté plante, certains genres
comme Gymnostoma (Casuarinaceae) acceptent une large gamme de souches de Frankia. La
spécificité de 1'hdte découle de la coévolution de la molécule signal bactérienne et du récepteur

végétal (Varma et al., 2013).
2.1.2 Infection intracellulaire

Le processus d’infection de Casuarina et Alnus impliquant I’infection de poils racinaires
(PERET, 2007), Les hyphes bactériens pénetrent ensuite dans la zone de courbure d’un poil
racinaire, Suite a des divisions cellules corticales infectées par Frankia dans le cortex de la racine
infectée, une structure appelée prénodule (Annexe 3A) est observée. (Obertello et al., 2003). Le
primordium nodulaire est ensuite initi¢ a partir de divisions observées dans le péricycle de la

racine dans une zone proche du prénodule (Annexe 3C) (perét,2007).

Les hyphes vont ensuite progresser du prénodule vers les cellules corticales du lobe
nodulaire (Annexe 3D) en formation Un nodule mature (Annexe 3E) est constitué¢ de plusieurs
lobes nodulaires, chacun possédant une vascularisation centrale, et un cortex organis¢ en
plusieurs zones : zone méristématique, zone d’infection, et zone de fixation d’azote ; dans les
nodules agés, une zone de sénescence est observée (annexes 3 ). Des couches de cellules non
infectées, riches en poly phénols, séparent les files de cellules infectées et induisent une

compartimentation du lobe nodulaire chez C. glauca (Laplaze et al., 1999).
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2.2 Les facteurs influencant la nodulation

Bien que la plante ait un certain controle sur 1’établissement de la symbiose et
développement des nodules, il ne faut pas oublier que plusieurs facteurs abiotiques et biotiques

peuvent influencer la nodulation chez les plantes actinorhiziennes.
2.2.1 Les facteurs biotiques

D'autres micro-organismes du sol semblent avoir un effet souvent positif sur la symbiose
entre l'aulne et la Frankia. Par exemple, selon une étude sur Alnus rubra, la symbiose avec le
champignon ectomycorhiziena augmenté le taux de nodulation de 30%. Plusieurs autres études
sont parvenues a des conclusions similaires, sans surprise, car la symbiose fongique facilite
I'approvisionnement en eau et en phosphore, protége la plante d'un certain stress et produit des

phytohormones (Roy et al., 2007; Bissonnette, 2011).

IT a également ét¢ démontré que certaines bactéries du sol, Pseudomonas, Streptomyces,
Actinoplanes, Micromonospora, et Bacillus, favorisent la nodulation chez les plantes
actinorhiziennes, entre autres chez Alnusrubra et Alnus glutinosa (Knowlton et Dawson, 1983
;Bissonnette, 2011). La présence des plantes non hotes a proximité des plantes actinorhiziennes

accroit aussi 1'étendue de la nodulation (Chaia et al., 2010).
2.2.2  Les facteurs abiotiques

Ils affectent également I'étendue de la nodulation actinorhizienne. Par exemple, si les
conditions du sol sont acides, il existe une corrélation positive entre le nombre de nodules d'arbre
par Alnus et le pH (Knowlton, 1983; Smolander,1987). Le pourcentage d'humidité du sol est un
facteur important. En effet, études récentes démontrent qu’en fonction du pourcentage d'humidité
l'efficacité de la nodulation augmente, mais que les sols constamment inondes ne démontrent
aucun signe d'ineffectivité (Bissonnette, 2011). Les sol riche en oxygéne et Azote limité

favorisent la nodulation (Burris ef al., 1991 ;Pawlowski et al., 2007) .
2.3 Processus de fixation d’azote par la symbiose actinorhizienne

Frankia peut former trois types de cellules : les hyphes, les sporanges et les vésicules. Dans

des conditions aérobies et une limitation de l'azote, des vésicules qui sont la zone de fixation de
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'azote produites aux extrémités des hyphes végétatifs en croissance ou des hyphes a coté court.
Dans ces vésicules, le complexe enzymatique nitrogénase sensible a 1'oxygene est formé et la
fixation de l'azote a lieu (Lechevalier, 1994). Dans des conditions micro aérobies et une

limitation de l'azote, Frankia exprime la nitrogénase dans les hyphes (Murry et al., 1985).

Le processus de fixation d’azote est sensible a I'oxygéne dans la mesure ou la nitrogénase
est rapidement irréversiblement dénaturée par I'oxygeéne (Gallon, 1981). Cependant, le processus
de fixation de 1'azote nécessite de grandes quantités d'énergie sous forme d'ATP, de préférence
fournie par la respiration aérobie. Frankia peut fixer 1'azote dans des conditions micro aérobies a

I'état libre en exprimant la nitrogénase dans des vésicules (Parsons et al., 1987).

Les vésicules sont entourées d'enveloppes constituées de plusieurs couches d'’hypnoides,
des lipides stéroides bactériens (Berry et al., 1993). Comme le nombre de couches de I'enveloppe
de la vésicule augmente avec la tension externe en oxygene, il a été conclu que I'enveloppe de la

vésicule forme une barriére de diffusion de 1'oxygene (Parsons et al., 1987).

24 Intérét de la symbiose actinorhizienne

2.4.1  Sur le plan symbiotique de I’azote

C’est grace a la fixation biologique de 1'azote atmosphérique établie par 1’actinobactérie
Frankia que les plantes actinorhiziennes ont un avantage sélectif substantiel manifesté par leur
aptitude a se développer sur des sols pauvres en azote et dégradés a I’extréme (Burleigh et

Dawson, 1991).
2.4.2 Sur le plan biotechnologique

L’extension de la capacité¢ a établir des symbioses fixatrices d’azote en dehors des
partenaires classiques par [’obtention de symbioses artificielles, serait une perspective
relativement fondée dans le cas de Frankia. En effet cette derniére dispose en effet de
mécanismes intrinseques de protection de la nitrogénase grace a la localisation de I'enzyme dans
les diazo-vésicules (Harris et Silvestre, 1992) contrairement aux Rhizobia. D’autant plus que
parmi les plantes hotes naturellement associées avec Frankia figurent des Rosaceae, or cette
famille comprend la majorité des arbres fruitiers (exemples : pomme, abricot, cerise, prune,

péche, poire).
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Chapitre 3 : Matériel et méthodes

3.1 Matériel

3.1.1 Matériel bactérienne
Les souche isol¢ a partir des nodules de Différent région dans le but d’identifier des
souches et de les caractériser par une amplification de certaines parties du génome, plus ou
moins conservées, a partir des extraits ADNg.
3.1.2 Matériel végétal
L’échantillonnage a ¢té réalis¢é dans la rhizosphére des plants suivant Casuarina
equisetifolia, Casuarina cunninghamiana, Casuarina spp, Colletia hystrix, Alnus glutinosa,
Elaeagus angustifolia, a la recherche des nodules actinorhiziennes. Des prospections sont
effectuées sur cing sites, le premier dans la région semi-aride in Australie, le deuxiéme au chine,

ainsi que le troisieéme est a India et le quatrieme a Centre chile, cinquiéme site USA (tableau 2).

Tableau 3: localisation des sites d'échantillonnages pour l'isolement a la recherche de Frankia .

Auteur Plant Hot Origine Région Méthode
. Casuarina . Rouvier et
Chaia et al. (2010) equisetifolia Sol Australie al.(1996)
Marappa et al Gtari et al.
(2020) Casuarinia spp Nodule India (2015).
Casuarina
équisetifolia Nodule : Zhang et al.
Zhang et al .(2012 Chine
g ( ) Casuarina (2012)
cunninghamiana
Chavez, M., . . . .
&Carti, M. (2006) Colletia hystrix Nodule | Centre chile Caru’” ( 1993)
Caru’ et al. (2002) Alnus glutinosa Nodule | Centre chile Mlzrlrgygit)al.
Cart’ et al. (2003
ard” et al. (2003) Elaeagus Nodule USA Baker (1987)
angustifolia

11
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3.2 Méthodes
3.2.1 Méthode d’isolement des Actinobactéries a partir de sol

Pochon et al. ( 1962) et Chaia et al. (2010) pris quelque gramme de sol dans la
rhizosphére de 1’arbre apres avoir écarté les cinq premiers centimetres de la couche
superficielle du sol, et creuser aune profondeur de 30 cm, sachant que les actinomycetes

vivent généralement dans la couche superficiel de la terre.

Un gramme d'échantillon de sol séché a l'air est mélangé avec 0,1 gramme de carbonate de
calcium 3 puis incubé¢ a 28 ° C pendant 7 jours utilisés le milieu d’isolement des actinobactéries :
Bennett (Boudemagh et al., 2005). Des papiers filtres imbibé d'eau sont utilisées pour maintenir
une humidité relative ¢élevée (El-Nakeeb et Lechevalier, 1963). Ce sol est soumis a des

températures €levées (jusqu'a 43 °© C) (Pochon et al., 1962).
3.2.1.1 Purification et conservation des Frankia

les plaques sont incubées a 28 ° C pendant 1 mois, Les colonies isolées ont été purifiées
par repiquage successive et conservées a - 80 °© C a 20% v / v stocks de glycérol (conservation
de longue durée).(Kieser et al., 2000 ; Bentley et coll., 2002).

3.2.2 Méthode d’isolement des Actinobactéries a partir des nodules

L'isolement de Frankia a été effectu¢ suivant la technique de Marappa et al. (2020) basé
sur le principe de yamanaka et Mansour (2013) ; d’Gtari et al. (2015). Sitot prélevés, les lobes
des nodules de chaque plante hote ont été lavés puis stérilisés superficiellement avec une solution
aqueuse, Apres stérilisation ces lobes ont été¢ découpés aseptiquement en fragments minuscules.
On a ensuite fait une suspension de ces fragments dans d'eau distillée stérile que 1'on a étalée sur
deux boites de Pétri chacun contient un milieu de croissance des Frankia ['une BAP (Murry et

al., 1984) et ’autre DPM (Baker et O’keef, 1984). (Annexe 2).

il a incubé des plaques inoculées a 28 °© C pendant 12 a 15 jours (Zhang et al., 2012 ;
Mansour et al.,2017 ).

Parmi les chercheures, Carta’ et al. (2002); Chavez, M. Cart, M. (2006) utilis¢ la méme
méthode pour I’isolement de Frankia a partir des nodule racinaires Colletia hystrix et Alnus

glutinosa (Betulaceae) successivement.

12



Chapitre 03 Matériel et méthodes

Ils ont utilisé¢ la méthode de Caru” (1993) qui lavé les nodule avec 1’eau froid du robinet
puis a I’eau distill¢ stérile ,et les lobes individuels lavé avec tween 80 stérilisé¢ a 1’éthanol et

conserveé a 20 ° C.
3.3 Observation microscopique

Selon le travail de Gasmi et al. (2019) Une observation microscopique apres coloration
différentielle au vert de malachite et a la safranine (méthode Schaeffer-Fulton) a été fait pour les
colonies qui se rapprochent par leur aspect aux Actinobactéries ( la taille, la forme, la couleur,
aspect ...etc.). Et observée avec un objectif x 100 sur des colonies en suspension dans 1'eau de

souches cultivées sur ISP-2 (Kieser et al. 2000) plaques d'agar pendant 7 jours.
3.4 Etude phénotypique

les isolats ont subi quelques Teste d'ineffectivité, d'effectivité et des tests phénotypiques,

dans le but d’évaluer leurs caractéres physiologiques et biochimiques.
3.4.1 Teste d 'ineffectivité

Les graines utilisées dans le test est proviennent de différentes sources ; Car Caru’ et al.
(2003) utilisé des graines des plants actinorhiziennes différent tandis que Caru’ et a/ .(2000) a
utilisé graines d'dlnus glutinosa de régions différent en Frutillar, Région X, Chili .

Ces grains ont germé dans sable humide stérile. Les semis de 4 a 5 cm de hauteur ont été
transférés individuellement dans un mélange stérile. Les semis ont regu chaque semaine une
solution de Hoagland sans azote a 1/4 de concentration pendant 3 semaines avant 1’inoculation.
Lorsque les plantes étaient agées de 3 mois, et inoculées avec 5 ml d'une suspension de
mycélium bactérienne homogénéisé contenant 3 g / ml de protéine totale dans méme solution de
Hoagland (Selim et Schwencke, 1995). Les plantes inoculées et non inoculés (témoins) ont été
cultivées en pépiniere avec des condition de cultivation qui ét¢ mentionnée par (Caru” et al.,
2003).

A la fin de cette période, le pourcentage de plantes nodulés a été déterminé avec divers
autres parametres tels que : le nombre de plantes nodulés, les nodules par plante, le poids sec des

nodules, l'activité nitrogénase et le poids sec total des plantes Caru’ et al .(2000)
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3.4.2 Teste d 'effectivité

L'activité nitrogénase des nodules a ét¢ déterminée par le test de réduction d'acétyléne
suivant la méthode de Postgate (1972). En bref, les nodules de chaque plante ont été excisés et
immédiatement exposés a un mélange air-acétyléne a 10% dans des flacons scellés et incubés a
28 ° C pendant 20 h . La production d'éthyléne a ét¢ mesurée dans un chromatographe en phase
gazeuse (Caru’ et al., 2003).

L'activité nitrogénase spécifique dans la plante a été exprimée en nmol de C,H, produit par

heure et par mg de poids sec de nodules (Caru’ et al., 2003).
3.4.3 les Tests physiologiques
3.4.3.1 Effet du pH

Afin d’évaluer le pH optimal de croissance, les isolats a partir de A/nus incana (Smolander
et al. 1988), de Casuarina cunninghamiana (Mansour, 2003) et a partir d’Alnus glutinosa sont
cultivés sur milieu préparé avec la méthode de (Burggraaf et Shipton, 1982) avec différents pH

(4- 6,5-7- 8-9.5) (Ngom et al., 2016).
3.4.3.2 Effet de la température

Dans le but de déterminer la température maximale de croissance, les isolats a partir des
plants actinorhiziennes (Miettinen, 1993) les isolats ont été cultivés sur milieu liquide et
effectués dans I'obscurit¢ dans des conditions sans agitation et ont été poursuivis pendant 13
jours (Burggraaf et Shipton, 1982) a différentes températures (15- 25- 28- 30- 32- 35- 40 )°C
(Ngom et al.,2016).

3.4.3.3 Tolérance au chlorure de sodium (NaCl)

les isolats a partir de Casuarina equisetifolia (Dawson et Gibson, 1987) et de Casuarina
cunninghamiana (Fouzia,1999) ont été cultivées dans un milieu de croissance basal propionate
contenant différentes concentrations de NaCl (1%, 2%, 3%, 5%, 10%) pendant 14 jours et la
croissance a ¢été mesurée par la teneur totale en protéines cellulaires comme décrit ci-dessous. Le
rendement de croissance a été déterminé en soustrayant la teneur en protéines de l'inoculum.

(Oshone et al., 2013).
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3.4.4 Les testes biochimiques

Le but des tests biochimiques est de rechercher la présence de certaines enzymes qui jouent

un role lors du processus d’infection des racines par les bactéries.
3.4.4.1 L'activité chitinolytique

L'activité chitinase a été testée en utilisant un milieu gélosé synthétique (SM) avec 0,2 %
de chitine colloidale. Les plaques ont été incubées a 28°C et les zones d'éclaircissement de la

chitine ont été enregistrées apres 7 a 14 jours (Chernin et al., 1995).

L'activité chitinolytique de la souche CgCHI; a été testée en utilisant le substrat (chitine)
polymere, la CM-chitine-RBV, comme décrit par Wirth et Wolf (1992). L'activité spécifique a
été¢ définie en U/mg, avec l'unité d'activité (U) en Abs550 nm/min, calculée comme la vitesse

initiale conformément a une augmentation exponentielle du premier ordre (Graga ef al., 2016).
3.4.4.2 Activité cellulolytique

L'activité de la carboxyle-méthyle-cellulase (CMC) a été détectée selon Ghose (1987).

L'activité B-1,4-endoglucanase (cellulase) a été analysée en utilisant des sels de sodium de
(CMC) dans de 50 mM (PCA) PH 5,2 comme substrat enzymatique, selon Chen et al. (2004) :
incubation a 30 °C pour différents temps de réaction. Pour mesurer la production d'unités de
sucre réducteur, 0,8 ml d'eau distillée et 1 ml de réactif BCA ont été ajoutés du mélange
réactionnel précédent a 100 °C pendant 15 min (Waffenschmidt et Jaenicke. 1987). Les
¢chantillons ont ensuite été refroidis a température ambiante pendant 10 min et 1'absorbance a été

mesurée a 570 nm (Graga et al., 2016).
3.4.4.3 Activité antifongique

L'activité antagoniste des souches Frankia contre la croissance des hyphes des

champignons phytopathogénes été teste par deux méthode différent.

Meéthode de Gtari et al. (2010) : a été réalisée sur un milieu de gélose dextrose de pomme
de terre a un cinquieéme (PH 7 ; 0) en utilisant la méthode de diffusion par puits, la méthode de
Jack et al. (1995), les diamétres de la zone d'inhibition ont ét¢ mesurés, aprés croissance

suffisante de la souche indicatrice, comme décrit dans Ouzari et al. (2008).
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Meéthode de Graga ef al. (2016): I'activité antifongique de 1'enzyme chitinase extracellulaire
contre Le mycélium de plusieurs champignons filamenteux phytopathogenes, Botrytis cinerea,
Furasium oxysporum et Trichoderma viride a été teste en mesurant le diamétre des zones

dégagées sur des plaques de gélose a la chitine CCM.
3.4.4.4 Activité antibactérienne

L'activité des souches bactériennes vis-a-vis de la croissance des hyphes de Fusarium sp a
été effectuée sur une pomme de terre d'un cinquieme de concentration milieu gélosé dextrose
(PH 7;0). Le criblage des activités croisées entre les isolats actinobactériens, Pseudomonas,
chromobacterium violaceum et les souches Frankia ACN14a, Ccl3 et EAN1 a été réalisé en

utilisant la méthode de diffusion par puits (Jack et al., 1995).

Les diameétres des zones d'inhibition ont été mesurés, apres croissance suffisante de la

souche indicatrice, comme décrit dans Ouzari et al. (2008).
3.5 Etude génotypique
3.5.1 Extraction d’ADN génomique

L’extraction d’ADN a été réalisée a partir des lobes nodulaires broyés dans I’azote liquide en

suivant le protocole de Bosco et al. (1996) ; Pearson et al. (2011).

Plusieurs méthodes d'extraction d'ADN ont été utilisées, y compris diverses solutions
Rincer (certains avec de l'eau stérile, d'autres avec la solution de ringage du kit Introduction)

pour connaitre la différence de pureté de notre extrait et déterminer le meilleur Technique.
3.5.2 Amplification du ADNr16S

Des amorces procaryotes spécifiques sont utilisés pour I'amplification ADNr 16S par PCR,
c’est une technique de transcription ciblée qui permet une amplification Avec des amorces

spécifiques. Les amorces utilisées pour amplifier ' ADNr 16S sont incluses dans le tableau 4.
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Tableau 4 : la liste des amorces utilisé pour I'amplification .

Article Cible Amorce Séquence nucléotidique

Marappa et al. ARNr 16.F27 5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’
(2020) 16s R.765 5’-CTG TTT GCT CCC CAC GCT TTC-3’

Chavez, M., et ADNr FD 1 5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTCAG-3’
Caru, M. (2006) 16s FGPL2054 | 5°-CCG GGT TTC CCC ATT CGG-3’

Zhang et al. ADNr 27f 5'-AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG-3'
(2012) 16s 1492 r 5'-TAC GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3°

Dans 1’¢tude de Marappa et al. (2020); Chavez et Cara, (2006); Zhang et al .(2012) a
amplifié le géne de 'ADNr 16S des isolats dans un cycle thermique en utilisant les amorces

spécifiques pour chaque gene (tab 4).

Les réactions de PCR ont été réalisées avec un volume total de 50 ml a 1’aide d’une ADN
polymérase et homorésistante qui est basée sur le protocole proposé par Clawson et al. (1998) ;
Chavez et Caru, (2006); ainsi que Mansour et al. (2017). et le programme utilise suit le

déroulement suivant dans le tableau 5.

Tableau 5: programmes d'amplification par PCR .

PCR Cycle 35 cycle 1 Cycle
Del.la.tl.lratlon Dénaturation | Hybridation | Elongation Elongation
initiale finale
Marappa eral. | g 00 grin | 94Co-1min | 65C°-1min |72 Co-2min| 25 10
(2020) min
Chavez et o . o . o . o . 72 C°-5
Cart, (2006) 95C°- 3min 94C°-I min | 50 C°-1min | 72 C°-1 min min
Zhangetal. | g5 co 455 | 95C°30s | 55C°-30s |72C°2min| 2C 7
(2012) min
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A la fin de la PCR, les produits ont été soumis a une é€lectrophorése grace a un gel
d'agarose a 1% pour assurer la qualité ainsi pureté de que la amplicons (Zhang et al., 2012 ;

Marappa et al., 2020).

Et pour le travail de Chéavez et Carti. (2006) les produits sont Visualisé par électrophorése a
1,2% (p / volume) d'agarose. Gels en TAE (Tris - acétate 40 mM, EDTA 1 mM) Tampon, suivi
de bromure d'éthidium (0,5 Ig / ml).

3.5.3 Séquencage d'ADNr 16S d'isolats d'Actinobactéries

D’apres Chavez et Carq, (2006); Zhang et al. (2012); Marappa et al. (2020) Les amplicons
ont été purifiés a l'aide de la boite a outils PCR et séquencage, utilisé des séquenceur différent
selon la méthode .

Les séquences obtenues ont été alignés et comparés en utilisant le multi-alignement par
Logiciel Clustal W (Chavez et Cara, 2006; Marappa et al., 2020).

3.5.4 Analyse phylogénétique d'ADNr 16S d'isolats d'Actinobactéries

Pour la détermination de I’arbre phylogénétiques d’isolats d’Actinobactéries basée sur la

comparaison des séquences de I’ADNr16S Kumar et al. (2004).
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Chapitre 4 : Résultats et discussion

Des ensembles des résultats sont obtenus a partire divers travaux choisis dans le but d’isolé

et identifie des actinobactéries de diftférente région semi aride .
4.1 Isolement des nodules

Concernant Marappa et al. (2020), il a constaté que les nodules racinaires des sites
d'échantillonnage de saumure que couleur brun a blanc d’une taille de 0,1 a 1,3 cm plus grande
que les habitats d'échantillonnage terrestres brun foncé 0,5 a 1,5 cm. Les principales raisons de la
différence de taille des nodules racinaires dans les zones hautement salines sont la salinité, le pH
élevé, le type de sol et la valeur nutritionnelle effets. Ainsi, les résultats comparables actuels ont

été rapportés par Karthikeyan et al. (2013).

Figure 1: Les nodules racinaires ramifiés de plant casuarina equistifolia (Marappa et al.,2020).

4.2 Isolement des souches de Frankia

Au cours de I’é¢tude de Zhang et al. (2012), 37 souches de Frankia sont isolée a partir des
nodules de C. Equisetifolia et C. Cunninghamiana de la région de China dans le milieu de culture
BAP, ce dernier est utilis¢ aussi par Caru’et al. (2002) pour isolées 2 souches actinobactéries a

partir des nodules de la région de Chili des plant hote Colletia hystrix et Alnus glutinosa, les
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mémes chercheurs en 2000 ont isolé deux souches a partire de plant hote Alnus acuminata cultivé

dans le milieu BAP.

Alors que Marappa et al. (2020) ont isolées 11 souches de la région de India en utilisant

un autre milieu de culture appelé DPM (voi Tab 6).

Tableau 6: isolement d'actinobactéries par différents auteurs .

) . Région Milieu N° total
Article Espece de plant Semi- aride | d’isolement | d’isolats
Casuarinia
equisetifolia
Zhang et al. (2012) China BAP 37
C. cunninghamiana
5 Colletia hystrix Chili BAP ]8
Caru’et al.(2002) -
Alnus glutinosa BAP 2
Marappa et al. o .
(2020) Casuarinia spp India DPM 11
Caru et al. (2000) Alnus acuminata Argentine BAP 2

4.3 Identification des isolats

Les différentes auteurs ont passé pour identifier leurs isolats, par deux étapes principales, a
savoir, une identification phénotypique qui regroupe I’identification morphologique, chimio
taxonomique, qui est indispensable pour compléter I’identification des isolats au niveau du genre
en plus des analyses morphologique et physiologique suivi par une identification moléculaire qui
permettre une connaissance plus précise de 1’espece étudier.

4.4 Etude morphologique
4.4.1 Macromorphologique

Les caractéristiques culturales des actinobacteéries sont déterminées sur différents milieux
de culture. observer a I’ceil nu (Bouras ef al.,2008) .
Selon Marappa et al. (2020), Apres 12 jours d'incubation, le transparent ou incolore a

croissance rapide des colonies nuageuses blanches duveteuses en forme de fil sont apparues sur le
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DPM plaques et flacons de culture. Une turbidité est apparue dans le milieu dans certains flacons,

ce qui est indicatif de la présence d'autres contaminations microbiennes.

D’aprés Zhang et al. (2012), les souches étudiées se sont développées lentement et la
croissance des hyphes a été observée apres 4 semaines de culture statique en milieu non azoté

milieu de croissance BAP. Les colonies étaient pour la plupart cotonneux et granuleux, Blanc.
4.4.2 Micro morphologique

La micromorphologie des actinobactéries est réalisée par observation au microscope

optique et parfois électronique des colonies poussant sur milieux de culture (Saker, 2015).

La description des résultats de 1’étude micro morphologique des souches de Frankia
spp 1isolé a partire des nodule de casuarina spp et Alnus acuminata aprés la coloration de Gram

par Marappa et al. (2020); Caru’ et al.(2000) dans le tableau 6 .

Tableau 7: Aspect microscopique des isolats de Frankia .

Auteur Marappa et al. (2020) Caru’ et al. (2000)
colonies filiformes blanches et nuageuses
Observation microscope a contraste de phase inversé Microphotographies
I'habitat hyper-salin terrestres Semi aride
h - cloisonnés plus - cloisonnés moins - ramifiés 0,9+1,5 Um
yphes et . ey o o
des ramifiés ramifiés. - diameétre de vésicule
L - taille : largeur de 0,5 a - taille :trés petits. 2,5+3 Um.
vésicules 1.5 mm
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sporanges

- Forme irréguliére :
sphériques, ovoides,
cylindrique et en forme
d'étoile de mer.

- le plus grand nombre.
- La gamme de diametre
étaitde 1,32 3.2 pm

- Forme :mois
irrégulicre.

- le plus petite nombre.
- La gamme de
diamétre était de 1,3 a
3.2 pm

variables sphériques
moyennes

Forme et taille

Les caractéristiques morphologiques ont toujours été les base principale pour identifier

Frankia. Le présent étude de Lechevalier et al. (1983); Ganesh et al. (1994); Caru’ et al. (2000) ;

Marappa et al. (2020) ont observés diverses souches en microscopie et trouvé que les souches des

actinobactéries présentaient structures typiques, y compris la ramification hyphes, sporanges et

vésicules ce qui confirme 1’appartenance de ces isolats au groupe des genre Frankia . (Fig. 2 et

Fig. 3).

Figure 2: la morphologie de Frankia sp avec microscopique inversé ( Marappa et al.,2020).

C/ Hyphes septés matures avec vésicules. D / Structure claire des hyphes et des vésicules cloisonnés ramifiés
dans culture sur lame (H-Hyphe, V-Vésicule, S-Sporanges).
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Figure 3: Microphotographies des structures spéciaisées de Frankia dans les souches Aacl et
AacllI cultivées dans un BAP sans azote (Caru’ ef al.,2000).

A / mycélium produit par Aacl avec de nombreuses vésicules sur une tige d'hyphe (fléche), x400.

D/ Gros sporange présentant le développement des spores x2439. La barre représente 3 Um.

Les résultats présentent une nette différence selon différents région semi aride , concernant
Marappa et al. (2020) que les isolats indigénes de Frankia provenant d'un habitat hyper-salin ont

un niveau €levé des vésicules que des habitats terrestres.

En outre, les isolats obtenus par Caru’ et al.,(2000) ont montré une morphologie similaire a
d'autres souches précédemment isolées de l'aulne (Lechevalier ef al. 1983; Ganesh et al. 1994) et
ont obtenu un niveau plus €élevé de vésicules que Marappa et al. (2020), en raison a l'effet

d'une forte concentration d'azote dans leur habitat naturel.

Les résultats présentent une nette différence selon différents région semi aride , concernant
Marappa et al. (2020) que les isolats indigeénes de Frankia provenant d'un habitat hyper-salin ont

un niveau €levé des vésicules que des habitats terrestres.

En outre, I’isolats obtenus par Caru’ ef al. (2000) ont montré une morphologie similaire a

d'autres souches précédemment isolées de l'aulne (Lechevalier ef al. 1983; Ganesh et al. 1994) et
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ont obtenu un niveau plus élevé de vésicules que Marappa et al. (2020), en raison a l'effet d'une

forte concentration d'azote dans leur habitat naturel.
4.5 Etude phénotypique

4.5.1 Test d 'ineffectivité

Afin de déterminer la gamme d'hotes des souches indigenes de Rhamnacées, ils ont utilisé
une plante hote des différentes familles d'actinorhiziens : Alnus glutinosa (Betulaceae),
Casuarina cunninghamiana (Casuarinaceae), Elaeagnus angustifolia (Eleagnaceae) et Alnus
acuminata (Betulaceae).

Tableau 7: Pourcentage de plants nodulés apres inoculation par des souches de Frankia .

Auteur Ac tirlj(l)?ﬁgisenne inoculum® souches
controle” Aﬁd Arl3 | Allo2 | Eulb | Chl4 | Tqll5
Russo (1989) | Alnus acuminata 0 100 | 15 0 87 0 0
C?guo’oeé)"l' A. glutinosa 0 80 | 15| o | o | 40| o
Ca(rzu(;oe;)al' af;;‘ig‘;ggi:a 0 0O |ND| 0 | 100|100 | 100
Ca(r;(;Oe; )al‘ cuicll';gc}lz’;:aiifma 0 0 0 100 0 0 ND

inoculum® : 5 ml de suspension bactérienne dans du Hoagland 1/4 concentré sans azote.

controle” : non inoculé. ND = Non déterminé. Nombre de plantes inoculées dans chaque essai = 20.

Le pourcentage de nodulation par les souches Frankia dans les essais d'inoculation croisée
sur les quatre hotes testés est dans le tableau 8. Les résultats de Caru” et al. (2003) ont montré

que les souches Eulb, Chl4 et Tqll5 isolées de la famille des Rhamnaceae étaient capables
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d'infecter E. angustifolia et présentaient un pourcentage ¢élevé de nodulation (100%), ce
pourcentage de nodulation étaient présenté lors 1’inoculation de C. cunninghamiana par la souche

Allo2 (Caru’ et al., 2003).

Tandis que Russo (1989); Caru’et al. (2000) ont montré que A. glutinosa et Alnus
acuminata présentent différents pourcentages de nodulation étaient de (80 %) et (100%)

successivement produit par la souche AaclIl.

Le fait que méme souche ait infecté des espéces de plantes différentes, valide la
compatibilité entre le micro symbionte et I'hdte, et suggere que ces souches pourraient étre de
promiscuité dans leur infection. Une observation similaire a été¢ faite par Russo (1989) qui a
¢tudié l'interaction entre Alnus acuminata—Frankia souche Arl3 isolée a l'origine d'A/nus rubra et
a montré que l'actinomycete était capable d'induire la formation normale de nodules sur cet hote

(Caru’ et al., 2003).

4.5.2 Teste d 'effectivité
Le potentiel de fixation d'azote in planta de la symbiose actinorhizienne a été évalué en
termes d'activité de réduction de l'acétyléne exprimée par heure et par poids sec de nodules. Les
systémes racinaires nodulés ont réduit l'acétyléne, alors qu'aucune activité n'a été observée dans
les plantes non inoculées, ce qui indique que les souches décrites ici sont efficaces avec degré
différent (tableau 9). Cependant, des différences d'activité spécifique de la nitrogénase ont été
observées entre les nodules obtenus a partir des cing souches Caru’ef al. (2000) .
Caru’ et al. (2003) a confirme les résultats de tableau 8 ; ils a montrée que la souche Aaclll
i1solée d'Alnus acuminata pu établir une symbiose plus effective avec A. glutinosa , De méme, la
souche Eulb isolée d'Elaeagnus umbellata et Chl4 isolée de Colletia hystrix formé une symbiose

efficace avec E. angustifolia .

Les données de tableau 9 montrent également que l'interaction entre la souche isolée- E.
angustifolia a induit un nombre plus élevé de nodules et une biomasse de nodules plus élevée par
rapport aux paires souche isolée et A. glutinosa indiquant que les souches de Rhamnaceae

semblent étre plus infectantes sur I'hote hétérologue que sur la plante hdte de Rhamnaceae.
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Tableau 8 . Ineffectivité et efficacité des souches Frankia sur A.glutineux et E.angustifolia
(Caru’ et al. 2003).

£
=]
3 Controle * | ChI4 Tqll5 Eulb Aaclll Arl3
g

0
5 N’ nodules 00 4511 | 27408 | 6.442.3 0.0 0.0
= /plante
=
g 1/351 nodules 00 154452 | 52+1.5 |27.6£73 | 0.0 0.0
% plante (mg)
s SARA® 00 4415 |35.749.5 | 59424 0.0 0.0
S
[<N)
S BiomasseC
5 végétale 293447 | 452470 | 342470 | 384468 ND ND

(mg)
14.9
nodules /plante 0.0 0.0 0.0 0.0 10
+3.7

s
2 PS nodules 0.0 0.0 0.0 00 | 26447 | 63+1.1
k=t /plante (mg)
E
% SARA’ 0.0 0.0 0.0 0.0 |9.8+L8 |3.8+0.9
£
~ . b

Biomasse 293473 | ND ND ND | 31164 | 235491

végétale (mg)

Les plantules ont été inoculées avec une suspension bactérienne de 5 ml contenant 3 pug ml ™
de protéines totales dans 1/4 Hoagland sans azote &+ SD.

SARA": SARA a été exprimée en nmol de C2H4 h™'mg ' poids sec par nodule + SD.
Biomasse® végétale (mg) : Poids sec total de la plante.
Controle ¢ Le témoin correspond a des plantules non ensemencées.
Des Résultats similaire a été observé avec la capacité de fixation de 1'azote (efficacité) . La
seul souche qui induits la production des nodules sur les deux plantes hotes est Chl4 ou les

nodules induits sur E. angustifolia présentaient en général une activité de réduction spécifique de

I'éthylene (SARA) plus faible que les nodules d' 4. glutinosa Caru’ et al. (2003).
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La souche Chl4 sur A. glutinosa a induit un faible nombre de nodules par plante mais le
SARA le plus élevé par rapport E. angustifolia et aux souches témoins (Aaclll et Arl3).
Cependant, son SARA ne s'est pas directement répercuté sur la croissance de la plante (tab 9)

Caru’ et al. (2003).

Bien que la biomasse atteinte pour chaque groupe de plantes puisse étre une conséquence
directe des valeurs SARA (efficacité), cette corrélation n'est pas évidente. En effet, certaines
plantes a biomasse élevée par rapport aux plantes témoins présentaient des nodules a faible
SARA (par exemple Chl4 et sur E. angustifolia). Le fait que Frankia soit capable de fixer I'azote
soit en symbiose soit a l'état libre, pourrait expliquer ces incohérences, donc a I'état non
symbiotique la fixation d'azote pourrait également contribuer en partie a la croissance de la
plante. En fait, Frankia pourrait étre considérée comme une rhizobactérie tavorisant la croissance

des plantes actinorhiziennes (Mulongoy et al., 1992).
4.5.3 Les Tests physiologique

Plusieurs études se sont concentrées sur la survie des souches de Frankia sous divers pH et
température d'aprés (Burggraaf et Shipton ,1982; Smolander et al., 1988 ; Mansour ,2003 ;
Gtari et al., 2015 )(tab 10 ).

Tableau 9: Croissance des souches de Frakia isolées a partire des plants actinorhiziennes.

Les plants hote
. Casuarina equisetifolia :
Alnus .incana . . Alnus .glutinosa
C.cunninghamiana
4 - - -
6.5 ++ - +++
7 ++ ++ +++
PH 7.5 - + +
8 - - -
9.5 + - -
15 + ++ +
25 + +++ +
T° 28 + +++ +
30 +++ +++ +++
35 - ++ ++
40 - ++ +

(-) : pas de croissance , (+) : croissance faible, (++) croissance modérée ,

(+++) croissance abondante.
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4.5.3 .1 Tolérance au pH

Concernent I’étude de Burggraaf et Shipton (1982) que la croissance des trois isolats de
Frankia dans différentes conditions de pH a 28,5 °C a montré que la réponse du pH dépendait du
tampon utilis¢ Par exemple, le pH optimal pour la croissance était entre 6,5 et 7 pour les
souches de Frankia isolées de nodules racinaires d’Alnus glutinosa . Au-dessus d'un pH de 7.5 et
au dessous d'un pH de 6.5, aucune croissance n'a été observée pour la plupart des souches de

Frankia.

En outre, les souches de Frankia isolées par Smolander ef al. (1988) des nodules racinaires
d'Alnus incana montré que le pH optimal pour la croissance était de 6,2 et 6,7 en culture pure et

supérieur a 6 dans le sol .

les souches de Frankia isolées se sont bien développées a un pH d'environ 7 a 7.5
contrairement a 1'isolat. Il a montré un rendement de croissance optimal a pH 9,5 sans croissance

aun pH inférieur a 6,5 selon I’étude de Gtari et al. (2015).

Anis que les recherches de Mansour (2003) sur l'effet des divers niveaux de pH sur la
survie de six souches de Frankia en se basant sur la persistance de la capacité de nodulation chez
Casuarina. La plupart des souches de Frankia avaient une capacité de nodulation plus élevée a
pH neutre (7 - 7,5) dans les sols stériles et non stériles, et une capacité de nodulation plus élevée a
pH 8 dans les sols sableux autoclaves et non autoclaves. La souche Frankia isolée a partir de
nodules racinaires de C. cunninghamiana était significativement plus résistante au sol alcalin a
pH 8,5 que les autres souches dans un sol autoclave. Un résultat similaire a été observé dans un

sol non autoclave pour la souche Frankia, isolée de la méme plante hote .

Ensemble, ces études montrent que la réponse du pH pour Frankia dépendait de la
souche et variait selon les conditions de culture. Néanmoins, la plage de pH pour une croissance
optimale de la plupart des isolats de Frankia se situe entre 6 et 8, a 1'exception de la souche isolé
de C.equisetifolia récemment isolée, dont le pH optimal s'est avéré étre de 9,5 (Gtari et al.,

2015).
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4.5.3.2 Tolérance au température

La température est I'un des facteurs les plus importants affectant survie bactérienne.
En conséquence, il est crucial de cribler les isolats pour sélectionner les souches qui seront
utilisées comme inoculum dans les climats tempérés (Sayed et al. 1997). La réponse de
croissance des isolats de Franmkia a différents régimes de température est bien documentée

(tab10).

Burggraaf et Shipton, (1982) en déduire que : En culture liquide, la température optimale
de croissance pour les isolats de Frankia a partir d’Alnus glutinosa été entre 30 et 35 °C. a
également pu croitre a plus basse température (entre 4 et 18 °C) contrairement aux deux autres
isolats, une souche d’Alnus glutinosa a perdu son infection situ¢ a 35 °C et a 40 °C en culture

liquide.

Alors que I’isolats de Sayed et al. (1997) a partir de Casuarina ont présenté une croissance
maximale entre 25 °C et 37 °C. Aucune croissance n'a ¢été observée a 55 °C pour toutes les
souches de Frankia testées alors que seulement trois souches ont montré une tres faible
croissance a 15 °C. Ces souches de Casuarina ont conservé leur ineffectivité a tous les régimes

de température testés (25, 30, 35 et 40 °C) .

les souches qui tolérent des températures plus élevées ont pu induire la formation de
nodules dans les plantes méme apres avoir été conservées en gel a 40 °C pendant trois mois.
Quelle que soit la souche Frankia utilisée, des nodules ne se sont pas formés sur les plantes
inoculées avec Frankia conservées a 40 °C pendant six mois. Sous des températures élevées (50
°C) et basses (30 °C), la survie de six autres isolats de Casuarina a été déterminée par la

persistance de leur capacité de nodulation (Mansour, 2003).

La plupart des souches de Frankia avaient une plus grande capacit¢ de nodulation
lorsqu'elles étaient stockées a des températures plus €élevées. La formation et la germination des
spores de Frankia peuvent aider a la survie de Les souches Casuarina a des températures plus

¢levées (Sayed et al., 1997; Mansour , 2003).

La croissance d'un autre isolat d'4/nus, a été considérablement affecté a 32 °C avec une

température optimale a 28 °C (Smolander et Sarsa,1990).
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En général, les isolats de Frankia variaient dans leur tolérance a la température.
Cependant, les souches Casuarina semblent étre plus tolérantes aux températures élevées que les
autres souches Frankia. Contrairement aux souches d'A/nus, les souches de Casuarina n'ont pas
¢été affectées de maniere significative en termes de croissance, d'inaffectivité et d'efficacité des
plantes. La température de croissance optimale dépend de la souche et est également influencée

selon les conditions de culture et de stockage (Ngom et a/.,2016).
4.5.3.3 Tolérance a la salinité

Les effets du stresse salin sur la croissance et la physiologie des souches de Frankia isolées

de plante actinorhizienne ont été rapportés par (Ngom et al. 2016).

La plus part d’isolats de Dawson et Gibson, (1987) de Casuarina sont capables de bien se
développer dans un milieu contenant jusqu'a 200 mm de Na CI, mais n'ont pas poussé a 500 mm.
La souche isol¢ de C. equisetifolia se développe dans un milieu contenant plus de 200 mM de
NaCl (Tani et Sasakawa, 2003) qui a provoqué une augmentation des niveaux de sodium a
lI'intérieur des cellules de Frankia entrainant une déformation des hyphes (caractérisée par des
hyphes plus épais et plus courts). A 500 mm de NaCl, la croissance est supprimée et

accompagnée d'une désintégration des hyphes .

De cote opposé Une souche isolée de C. cunninghamiana semblent étre plus tolérants au
stress salin in vitro jusqu'a 500 mm de NaCl par (Fauzia, 1999), présentant une valeur MIC de
1000 mm dans des conditions suffisantes d'azote (Oshone et al. 2013). 11 était plus sensible au
stress salin dans des conditions de carence en azote, avec une valeur MIC pour NaCl a 300 mm

(Tani et Sasakawa, 2000).

La régulation de l'afflux de Na dans les hyphes courts et épais peut permettre aux cellules
de résister aux environnements salins (Tani et Sasakawa, 2000). Plusieurs autres souches de
Frankia isolées des plante approche d'Alnus glutinosa (Srivastava et al. 2013) ont montré cet
effet. Ici, la régulation de l'absorption/efflux de Na et de la teneur en macronutriments
intracellulaires était I'un des mécanismes permettant a ces souches sensibles au stress salin de se

développer dans des conditions salines. (Tani et Sasakawa ,2000).
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Bien que les isolats de Frankia aient présenté une diversité dans leur réponse au stress
salin, les souches de Casuarina semblent €tre plus tolérantes aux souches de sel que les autres

souches de Frankia étudiées (Ngom et al.,2016).
4.5.4 Tests biochimiques
4.5.4.1 L'activité chitinolytique

La souche CgCHI3 isolée de Casuarina glauca par Graga et al. (2016) et la souche
CgChil isolée de méme plante ont montré une activité chitinolytique pour le substrat CM-
Chitine-RBV a pH 5,4 et 37°C. De plus, la souche CgCHI3 a un profil cinétique similaire a celui
obtenu par Saborowski et al. (1993) dans l'optimisation du test d'activité utilisé pour évaluer
l'activité de la chitinase. En effet, I'évolution de 1'absorbance a 550 nm en fonction du temps de
réaction est linéaire jusqu'a 0,5 unité d'absorbance a un taux de 7,3 x 10 — 3 U contre 4,8 x 10 —
3U pour la souche CgCHI3.

Dans ce étude ,le géne de la souche CgChI3 codant pour une chitinase de classe III et le
gene de souche CgChil codant pour une chitinase de classe I Graga et al. (2016) , ont été isolé a
partir de nodules racinaires de Casuarina glauca induits par des souches de Frankia fixatrice
d'azot. au contraire, les souche isolée d'alnus glutinosa, aucun activité chitinolytique observé

pour le substrat CM- Chitine-RBV.
4.5.4.2 Activité cellulolytique

L’enzyme [-1,4-D-glucanase ou CMCase est une enzyme qui joue un role dans la
nodulation et la phase initiale du processus d’infection, (Marappa et al, 2020); car cellulose est le

principal composant des parois cellulaires végétales (Gtari et al., 2010) .

L'activité de CgCHI3 et CgChil isol¢ de Casuarina glauca par Graga et al. (2016) vis-a-
vis du substrat carboxyle-méthyle-cellulose pour évaluer l'activité 4-1,4-endoglucanase
(cellulase) a également été testée. Une activité spécifique de 73 + 18 U/mg a été déterminée; ainsi

que activité spécifique cellulolytique d’Alnus glutinosa indéterminé au cours de travail .
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4.6 Antagoniste contre les agents pathogenes

Les geénes des souches CgCHI3 ou CgChil présentant une activité de chitinase et cellulase
sont unique et peut correspondre a une défense plus efficace contre les agents pathogénes ou dans
un systéme optimis¢ impliqué dans le processus de symbiose. La plasticité enzymatique est
souvent associée a la promiscuité des enzymes, malgré leur spécificité. La capacité a reconnaitre
et a métaboliser divers substrats peut représenter une évolution vers une meilleure efficacité

catalytique d’apres Graga et al. (2016).
4.6.1 Activité antagoniste contre les champignons phytopathogénes

Les métabolites de Frankia isolée de casuarinae (1 mg/ml) par Marappa et al. (2020) ont
été utilisés pour le test de concentration minimale inhibitrice contre champignons
phytopathogénes Candidia ,Furasium oxysporum et autres agents pathogénes . A mesure que
des métabolites de F. casuarinae augmente progressivement, la croissance des agents pathogeénes
diminue. Par la suite, en atteignant le point cible de la CMI, la croissance de 1'agent pathogene a
été instantanément réduite. Compte tenu des valeurs de CMI de 62,5, les déterminations de 125 m
g/ml ont révélé l'activité antimicrobienne in vitro efficace de F. casuarinae contre les deux agents
pathogénes (Marappa et al ., 2020) .

Autre auteurs comme Graca et al. (2016) ont testé 1’activité antifungique de 1’enzyme
chitinase. L'importance des chitinases en tant que composants d'un mécanisme de défense des
plantes a fait I'objet de plusieurs études (Graham et Sticklen 1994 ; Carstens et al., 2003). La
chitine, le substrat naturel de la chitinase, n'a pas été trouvée dans les plantes, mais est synthétisée
par des organismes associés aux plantes, en particulier des champignons. ..En effet, comme
discuté ci-dessus, la protéine recombinante décrite dans ce travail présente une activité

chitinolytique .

Par conséquent, Ils a évalué plus avant son potentiel antifongique. Aucune inhibition de la
croissance des hyphes fungique n'a été observée chez aucun des champignons phytopathogénes
testés (données non présentées). L'absence d'activité antifongique a également été¢ observée dans
la chitinase acide de classe IIl (Rao et Gowda, 2008). démontrant que les champignons

phytopathogenes testes résistée a cette enzyme (Graga et al., 2016).

4.6.2 Activité antagoniste contre les bactéries phytopathogénes
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Certaines chitinases ont une activité plus élevée pour les peptidoglycanes bactériens que

pour la chitine, et sont donc également classées comme lysozymes (Brunner et al., 1998).

Ainsi, l'activité antimicrobienne de la souche CgCHI3 a été évaluée par Graga et al.(2016).
Une inhibition de la croissance bactérienne a été observée, démontrant que les bactéries especes
sont sensibles a cette enzyme . Ces résultats sont en accord avec l'activité du lysozyme en

suspension de la souche CgCHI3 a démontré ci- dessus (figure 4).

Figure 4. Activité antibactérienne de la CgCHI3 recombinante (Graga ef al., 2016).

Plaques contenant de la gélose LB ensemencées avec 1'espece bactérienne en présence de CgCHI3 a 37°C. Un essai représentatif
avec des cellules E. coli K12 est présenté. (a ) : Enzyme pure ; (b ) : Enzyme diluée 1:4 ; (c) et(d) :Contrdles de croissance positifs
dans lesquels la solution enzymatique a été remplacée par du tampon et de I'eau, respectivement.

4.7 Etude génotypique

Les analyses moléculaires sont trés importantes pour retracer les parentés phylogénétiques
des souches et pour la détermination des especes. Ces analyses ont permis de regrouper ou de

séparer ces especes entre elles (Lamari, 2006).
4.7.1 Séquencage d'ADNr 16S d'isolats d'Actinobactéries

D’aprés Zhang et al. (2012) ; Marappa et al. (2020) I’Amplification par PCR du géne

ARNTr 16S du représentant Frankia spp. a donné des amplicons d'une taille divers .
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Néanmoins, le début de 1'amplification de I'ADN et méthodes de séquengage, en particulier
de I'ARNr 16S, matériel signifiait les normes fondamentales pour former la taxonomie position

des actinobactéries.

La recherche d'homologie BLAST de séquences partielles de génes d'ARNr 16S de 1'isolat
DDNSF-01 présentait une similarité¢ de 95 %, l'isolat DDNSF-02 a montré une similitude plus
¢levée de 98% avec la référence existante Frankia sp., qui exprime que deux isolats

appartiennent au genre Frankia (Marappa et al., 2020).

Marappa et al. (2020), en particulier l'isolat DDNSF-02 ¢était étroitement apparenté a
Frankia casuarinae,. alors que l'isolat DDNSF-02 partageait un relation phylogénétique avec

l'isolat DDNSF-01 étroitement 1ié a Actinobacterium et Frankia sp.

ont ¢té¢ déposés dans GenBank dans la base de données NCBI avec I'accession numéros

MH797558 et MH797559 respectivement.

Alors que Zhang et al. (2012) ont réalis¢ Une comparaison homologue des souches de
Frankia avec les souches GenBank (par exemple, souche AcoN24d, FCg07, AVN17s, Cea5.1,
Eal-2, Sn4-3, FrCth, dont Genbank le numéro est .40610.1, AY502037.1, L40613.1, U72718.1,
L40618.1, AJ408874.1, AF050759.1, respectivement) ont confirmé que les souches Frankia

partageaient la plus grande homologie, avec un niveau de similitude supérieur a 97 %.

De plus, les arbres phylogénétiques du maximum de vrai semblance Les données de

séquence du matériel génétique de 'ARNr 16S de 2 Frankia spp. séparément

Un certain nombre de chercheurs ont décrit 1'efficacité de 1'évaluation de la séquence du
gene de 'ARNr 16S (en plus de classification phénotypique et chimio taxonomique) comme
moyen de approuver le caractére unique des actinobactéries (Pawlowski et Demchenko, 2012 ;

Sharma, 2014).

Le Tisa et al. (2016) enquéte a utilis¢ des amorces bactériennes universelles sélectionné
pour amplifier les séquences d'ADNr 16S de toutes les souches, et les séquences ont été
comparées pour confirmer leur taxonomie. Souvent diverses enquétes sur des souches de Frankia

provenant de différents hotes usines et différentes régions ont indiqué qu'il existe une variété de
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génotypes au sein des groupes Frankia (Tromas et al., 2012 ; Ngom et al., 2016 ; Mansour et al.,

2017) respectivement.

Ainsi que Zhang et al.,(2012) Analyse phylogénétique utilisant étroitement souches
apparentées et le logiciel DNASTAR ont révélé que la variation au niveau de la séquence d'ADN

était suffisante pour faire la distinction entre différentes souches et groupes sous e genre Frankia.

d'autre part, les souches obtenues a partir de la méme plante hote et répartis dans la méme
région avaient la propension a groupe. Par exemple, ZCN55 et ZCN90 de C. cunninghamiana a
Ningbo comprenait un monophylétique clade au sein de la phylogénie, tout comme ZCN1, ZCN7

et ZCN19 de C. equisetifolia @ Wenzhou in china. Baker et Schwintzer (1990).

ont confirmé que l'actinomycete Frankia est capable de fixer l'azote atmosphérique et
s'associent en symbiose au sein des nodules racinaires des plantes actinorhiziennes appartenant a

huit familles de dicotylédones. Cela témoignait que Frankia posseéde une large gamme d'hotes .

Des amorces Universel bactériennes ont été sélectionnées pour amplifier le 16S séquences
d'ADNTr de toutes les souches, et séquences ont été comparés pour confirmer leur taxonomie. les
résultats montrent que le niveau de similarité génétique entre les souches de Frankia publié était
supérieur & 97 %, les confirmant comme Frankia spp. Etudes précédentes sur des souches de
Frankia de différentes plantes hotes et différentes régions ont indiqué qu'il existe un variété de
génotypes au sein des groupes Frankia Clawson et al., (2003) ; Gtari et al., (2007) ; Mirza et al.,
(2009). Cela a été confirmé dans ce présent étude, méme au sein d'un méme genre dans le région

de la province du Zhejiang in china.
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Conclusion

Dans notre travail nous sommes proposés d’étudier la forme de symbiose actinorhizienne
chez quelque especes dans des région aride et semi aride diverses . Les objectifs que nous étions
fixés se résument comme suit : I’isolement des actinobactéries a partir des nodules
actinorhiziennes d’une région aride et semi aride, identification morphologique y’a compris les
caracteres micro et macroscopique des actinobactéries, mise en évidence la nodulation et les
facteur qui influence la croissance de Frankia nodulant et a la fin ont déterminé la phylogénie

des souches des actinobactéries de genre Frankia isolée par la méthode de I’ARNr16s .

Les souches des auteurs suivant : Chaia et al. (2010); Zhang et al. (2012) ; Marappa et al.
(2020) a été isolée et purifie, les résultats d’isolement basée sur des caractéristiques
morphologique des bactéries obtenues confirment que les actinobactéries isolées de différents

¢chantillons de sols et nodules appartiennent au genre Frankia.

D’apres les résultats de Russo (1989) ; Becerra et al. (2000) ; Caru” et al. (2003) on
observe que la souche Aaclll isolée d'Alnus acuminata a établie une symbiose plus effective
avec Alnus glutinosa , De méme, la souche Eulb isolée d'Elacagnus umbellata et Chl4 isolée de

Colletia hystrix forment une symbiose efficace avec Elaeagnus angustifolia .

Mulongoy et al. (1992) ont confirmé qu’il n’y a pas une corrélation évidente entre la
biomasse atteinte pour chaque groupe de plantes aprés la nodulation de Frankia et 1’efficacité de

nodulation (SARA) car Frankia soit capable de fixer I'azote soit en symbiose soit a 1'état libre.

Sayed et al. (1997); Mansour(2003) ont trouvé que la température et le pH d’une
croissance optimale dépend de la souche de Frankia isolée et de source d’isolement car la plus
part des souche sont mésophile a croissance optimale a température moyenne et a pH neutre (6 -
8) sauf les souche isole de plante de genre casuarina peut survie a des températures plus €levées

et a pH alcaline (9,5).

Tani et Sasakawa (2000) ; Ngom et al. (2016) ont convenu que les isolats de Frankia aient
présenté une diversité dans leur réponse au stress salin, les souches de Casuarina semblent étre

plus tolérantes aux souches de sel que les autres souches de Frankia étudiées .
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L’¢tude de (Gtari et al., 2010 ; Graga et al., 2016) donne des résultats que 1’activité
cellulolytique et chitinolytique sont bien déterminé pour les souche isole de Casuarina glauca

plus que autre plante hote actinorhizienne.

Apres la comparaison des résultats de Marappa et al. (2020) 1’analyse phylogénique avec
des séquences de BLAST ils ont trouvé que le pourcentage de la similarit¢ des souches
DDNSF-01 est 95 % apparenté a Frankia sp ainsi que la souche DDNSF-02 a une similarité de

98% référé au Frankia casuarinae .

D’autre part Zhang et al.,(2012) ont réalis¢ Une comparaison des souches isolées avec les
Souches de GenBank confirmé que la similarité est d’une grand niveau de similitude supérieur a

97 %.

Comme un conclusion générale de notre étude synthétique on peut dire que étudies
précédentes sur les souches de Frankia isolée a partir différentes plantes hotes actinorhiziennes
et différentes régions mondial ont indiqué qu'il existe un variété¢ de phénotypes et génotypes au
sein des groupes Frankia. Ces résultats été confirmé par les travaux de Clawson et al. (2003) ;

Gtari et al. (2007) ; Mirza et al. (2009).
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Annexe 1. Tableau présentant les articles scientifiques servant de support a la réalisation de la

partie expérimentale de la présente étude (par ordre chronologique ).

N° Titre Auteurs
1 Techniques d’analyse en microbiologie du sol. Editions de la
Tourelle Pochon et al. (1962)
2 Estimates of Frankia growth under various pH and temperature | Burggraaf et Shipton
regimes. (1982)
3 Cinétique de croissance et induction de la nitrogénase dans
Frankia sp. HFPArL3 cultivé en culture par lots Murry et al. (1984)
4 Survival of Frankia strains introduced into soil. Smolander et
al.(1988)
5 Relationships among pure cultured strains of Frankia basé sur la
spécification de 1'hote. Baker (1987)
6
querance tq env1r0nmental stress b}{ the nitro gen—ﬁxmg Baker et o’keef
actinobacterium Frankia and its role in actinorhizal plants (1987)
adaptation
7
Measurement of cellulase activités Ghose et al. (1987)
8 Sensitivity of selected Frankia isolates from Casuarina, ‘
Allocasuarina and North American host plants to sodium chloride DaWS(()Illgegt ()hbson
7
9 Effect of temperature and soil moisture on the survival and
symbiotic effectiveness of Frankia spp. Sayed et al. (1997)
10 Evaluation aldej‘r/;endoph.yte (AZnus a;umznata—Frankza— Russo (1989)
'ycorrhizae) interactions.
11 Bio fertilisants: impacts agronomiques et environnementaux et
¢conomie. Dans Biotechnologie: aspects économiques et Mulongoy et al.
sociaux. Questions pour les pays en développement Eds. EJ Da (1992)
Silva, C Ratledge et A Sasson
12 Micro-plate colorimetric assay for Endo-acting cellulase,
xylanase, chitinase, 1,3- § -glucanase and amylase extracted from | Wirth et Wolf (1992)

forest soil horizons.
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13
Characterization of native Frankia strains isolated from Chilean Caru’(1993)
shrubs (Rhamnaceae).
14 The response of a free-hymg and an endqphytlc Frankia to Miettinen (1993)
extreme environmental conditions.
15 Chitinolytic Enterobacter agglomerans antagonistic to fungal
plant pathogens. Chernin et al. (1995)
16 Bacteriocins of gram-positive bacteria. Jack et al. (1995)
17 PCR-RFLP fingerprint of uncultered Frankia Microsymbiotes Bosco et al. (1996)
from Dryas Drummondii nodules.
18
Genetic diversity among Frankia strains nodulating members of
the family Casuarinaceae in Australia revealed by PCR and Rouvier ez al. (1996)
restriction fragment length polymorphism analysis with crushed
root nodules
19
Frankia and Rhizobium strains as inoculum for fast growing trees Fauzia (1999)
in saline environment.
20 | Flavan —containing cells delimit Frankia —infected compartments
in Casuarina gluca nodules . Laplaze et al. (1999)
21 | Salt tolerance of Elaeagnus macrophylla and Frankia Emal strain Tani et Sasakawa
isolated from the root nodules of E. macrophylla. (2000)
22 Ineffectivité et efficacité de Frankia souches de la famille des
Rhamnaceae sur différentes plantes actinorhiziennes Cart’ et al. (2002)
23 Infectivity and effectivity of Frankia strains from the Caru’et al. (2003)
Rhamnaceae family on different actinorhizal plants.
24 | Salt tolerance of Casuarina equisetifolia and Frankia Ceql strain Tani et Sasakawa
isolated from the root nodules of C. equisetifolia (2003)
25 | Purification and characterization of carboxymethyl cellulase from | Chen et al. (2004)
Sinorhizobium fredii.
26 | Isolation and molecular identification of actinomycete microflora, Boudemagh et al.

of some Saharian soils of south east Algeria (Biskra, EL-Oued
and Ourgla) study of antifungal activity of isolated strains.

(2005)
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27 | Genetic diversity of Frankia microsymbionts in root nodules from Chi Cart
Colletia hystrix (Clos.) plants by sampling at a small-scale. a(vfgoeg) aru
28 . Plant Symbioses with Frankia and Cyanobacteria Pawlowski et
Bergman(2007)
29
transport de I’auxine et développement du nodule actinorhizien Péret (2007)
chez I’arbre tropical casuarina glauca .
30 Life in soil by the actinorhizal root nodule endophyte
Frankia. A review. Chaia et al. (2010)
31 Identification and nitrogen fixation effects of symbiotic
Frankia isolated from Casuarina spp. in Zhejiang, China. Zhang et al. (2012)
32 Nodulation of Alnus japonica and Casuarina equisetifolia in Yamanaka et
liquid culture after inoculation with Frankia. Mansour (2013).
33 Cultivating the uncultured: growing the recalcitrant cluster-2 Gtari’ et al. (2015)
Frankia strains.
34 Cloning, over expression and functional characterization of a Graca et al. (2016)
class III chitinase from Casuarina glauca nodules
35 | Symbiotic ability of diverse Frankia strains on Casuarina glauca | Ngom et al. (2016)
plants in hydroponic conditions.
36 Tolerance to environmental stress by the nitrogen-fixing Ngom et al. (2016)
actinobacterium Frankia and its role in actinorhizal plants
adaptation.
37 | Permanent draft genome sequence for Frankia sp. strain Ccl49,a | Mansour et al., 2017
nitrogen-fixing bacterium isolated from Casuarina
cunninghamiana that infects Elaeagnaceae.
38 | Chitinolytic actinobacteria isolated from an Algerian semi-arid Gasmi et al. (2019)
soil: development of an antifungal chitinase-dependent assay and
GH18 chitinase gene identification.
39 Frankia. Beneficial Microbes in Agro-Ecology. Narayanasamy et al.
(2020 )
40 | Plant growth promoting active metabolites from Frankia spp. of | Narayanasamy ef al.
actinorhizal Casuarina spp. (2020)
41 | Morphological, molecular characterization and biofilm inhibition M ]
effect of endophytic Frankia sp. from root nodules of ar?ng;oit a.

Actinorhizal plant Casuarina sp.
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Annexe 2 . les milieux d’isolement utilisé

1. Composition du milieu DPM ( baker et O’keef,1984).

Composant / L DPM-N DPM+N
Na Propionate 12 ¢g 12 ¢
KH2PO, 1.0 g 1.0g
MgSO4. 7TH,0 0.1g 0.1g
CaCl,.2H,0 001g 0.0l g
NH4Cl / 05¢g
FeSO,.7H,0/EDTA stock 1.0 ml 1.0 ml
Micro-éléments 1.0 ml 1.0 ml

Agar 15¢ 158

2. Composition du milieu BAP préparé par Murry ef al. (1984 ).

Solutions meres BAP
NH4Cl 5ml
CaCL,.2H,0 10 ml
Propionate de Na 5ml
MgS0,.7H,O 5ml
Fe. Na 2EDTA 1 ml
Oligoéléments 1 ml
Vitamines BAP 1 ml
Tampon BAP 10 ml

pHa6,7
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Annexe 2. les schémas.

Cortical cilinder

Pericycle
/ Si::le\ Endodermis

Senescence ‘ Infection
Zone Zone

Root Module lobe

1. Coupe longitudinadale d'un lobe nodulaire actinorhizien (Rascio, 2013)
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2. Processus d'infection intracellulaire et organogenese d'un lobe nodulaire chez les plants
actinorhiziennes (Peret,2007).

(A): échange de signaux et déformation du poil racinaire, (B): Naissance du pré nodule,
(C): Formation du primordium nodulaire, (D):Envahissement des cellules corticales du nodule,

(E) : Nodule mature
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Cette étude synthétique est basé sur des travaux publiées sur 1'étude des souches de Frankia isolées de nodules racinaires

des plantes actinorhiziennes de la famille d'hotes Rhamnaceae ont été testées dans des essais d'inoculation croisée. Ils ont été
testés sur des plantes hdtes appartenant a quatre familles actinorhiziennes A fin de confirmé la nodulation des plante teste par test
d’ineffectivité et confirmé la fixation d’azote par ces souche par teste d’effectivité ,les auteur a utilisée des méthodes
phénotypique y compris des teste biochimique, la réponse de différentes souches de Frankia aux stress environnementaux tell
que le pH, salinité et Température et a la fin I’antagonisme contre les bactérie et champignons phytopathogene ;c’est a dire tous
les facteur qui peut affecté la croissance des bactéries symbiotiques (Frankia ) ou la performance des facteurs de nodulation de
Frankia . d’autre cote L'utilisation accrue des méthodes moléculaires y compris L’ARNr 16s a affiné et élargi les connaissances

sur les spécificités endophyte-hote et la phylogénie de Frankia.

Mots clés : Frankia, plantes actinorhiziennes, bactéries fixatrices d'azote, nodulation

. /
= N

This synthetic study is based on published works relates to the study of Frankia strains isolated from root nodules of

actinorrhizal plants of the Rhamnaceae host family were tested in cross-inoculation trials. They were tested on host plants
belonging to four actinorhizal families. In order to confirm the nodulation of the plants tested by infectivity test and to confirme
the nitrogen fixation by these strains by effectiveness test, the authors used phenotypic methods including biochemical tests, the
response of different strains of Frankia to environmental stresses such as pH, salinity and temperature and at last the antagonism
against bacteria and phytopathogenic fungi ; wich leads to all the factors that can affect the growth of symbiotic bacteria
(Frankia) or the performance of Frankia nodulation factors. On the other hand The increased use of molecular methods including

LARNTr 16s has refined and expanded knowledge about the endophyte-host specificities and phylogeny of Frankia.

Key words: Frankia, actinorrhizal plants, nitrogen-fixing bacteria, nodulation.
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