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INTRODUCTION

INTRODUCTION

L'azote est un élément trés important pour les étres vivants (Ueda et al., 2017). Au niveau
du sols, les quantités d’azote absorbées par les plantes sont faibles (Svistoonoff, 2003).Ce

composé est I’¢lément majeur limitant la croissance végétal (Fustec et al., 2010).

L'azote est présente en grande quantité dans l'atmospheére, avec un pourcentage de 78%
se forme de diazote (Benabdoun, 2012 ; Kaneko et al., 2021).

Les procaryotes qui fixent 1’azote, nommés diazotrophes (Fustec et al., 2010)
comprennent a la fois des organismes libres (Azotobacteriacae) (Kraepiel et al., 2009). Et des
organismes qui forment des associations symbiotiques avec d’autres organismes (Rhizobium et

actinomycéte Frankia). (Svistoonoff, 2003 ; Franche et al., 2009).

Les plantes actinorhiziennes (famille de Casuarinacées et Allocassuarina) ont été
introduites pour la premiere fois en Algérie dans la premiere moitié du 19émé siecle (Belaid et
al., 2020).

Ces plantes actinorhiziennes sont largement plantées en Algérie, notamment dans les

zones désertiques, comme brise-vent (Toth, 1965).

Elle posséde la capacité de former une association symbiotique avec des actinomycetes
de genre Frankia, trouvée dans les nodules racinaires ou dans le sol (Diagne et al., 2013).Ce
dernier est une bactérie filamenteuse et septe, Gram positif fixatrice d’azote (Dommergues et
al., 1999).

L’objectif de ce travail est I’étude de symbiontes microbiens fixant I’azote atmosphérique
et appartenant au genre actinomycete Frankia habitent des nodules racinaires de plantes

actinorhizienne, ¢’est la « symbiose actinorhizienne ».

La présente étude, comporte :

Une partie bibliographique : un seul chapitre englobant les généralités sur les plantes

actinorhizienne et la bactérie Frankia et leur symbiose actinorhizienne.

Une partie expérimentale : subdivisée en deux chapitres



INTRODUCTION

L’un présentant la rubrique « matériel et méthodes » apportant les détails sur la mise en

place d’une étude sure : la symbiose actinorhizienne (Nodulation), phylogénique et activité
nitrogénase de genre Frankia.

La rubrique « résultats et discussion » est donc une synthese des recherches arborant et

discutant les résultats des publications scientifiques traitant le sujet de cette étude.
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Chapitre 1 Généralités sur la symbiose actinorhizienne

Chapitre 1 : Généralités sur la symbiose actinorhizienne
1.1. Symbiose actinorhizienne

La symbiose actinorhizienne est le résultat d’une association symbiotique entre des
plantes appelées plantes actinorhiziennes et une symbiontes microbiens fixant l'azote
atmosphérique et appartenant au genre Frankia, cette actinomycéte habitent des nodules
racinaires de plantes ligneuses de huit familles d'angiospermes non légumineuses (fig. 1) (Baker
et Schwintzer, 1990 ; Benson et Silvestre, 1993).

L’établissement de la symbiose actinorhizienne est assuré par deux modes d’infection :
e Infection par voie intracellulaire (déformation des poils absorbant).

e Infection par voie intercellulaire (pénétration entre les cellules épidermiques

des racines) (Dommergues et al., 1999).

Figure 1. L'arbre tropical casuarina glauca et la bactérie

Frankia (Hocher et al., 2009).

A : I’arbre Casuarina glauca ; B : aspect morphologique de la bactérie Frankia en culture pure ; C : Nodules
actinorhiziens de C. glauca.
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1.1.1. Partenaire végétaux : les plantes actinorhiziennes
1.1.1.1. Généralités

Le terme « plante actinorhizienne » a été inventé en 1978 a une époque réunion a Harvard
Forestin Petersham Massachusetts (Baker et Schwintzer, 1990 ; Benabdoun, 2012). Ces plantes
sont capables d’établir une symbiose fixatrice d’azote avec des actinomycétes du genre Frankia

(Benson et Silvestre, 1993, Chaia et al., 2010).

L’association symbiotique entre les plantes actinorhiziennes et I’actinomycéte de genre
Frankia aboutit a I’apparition des structures appelée nodules (Dawson 2008;Wall et Berry,
2008).

Les plantes actinorhiziennes sont des arbres et des arbustes appartenant au clade des

Angiospermes, sauf pour le genre Datisca, qui est herbace (Franche et al., 1998).

On distingue environ 200 especes de plantes actinorhiziennes réparties en 8 familles et
comportant 24 genres (tab.1) (Huss-Danell, 1997 ; Schwencke et Caru, 2001 ; Dawson, 2008).

Tableau 1. Taxonomie et repartition géographique des plantes actinorhiziennes (Dawson,
2008).

Famille Genre Nombre Nombre Origine géographique
totale d’espeéces

d’espéces | nodulantes

Betulaceae Aluns 47 47 Europe, Asie, Amérique du
Nord, les Andes

Casuarinaceae | Allocasuarina 59 54 Australie
Casuarina 18 18 Australie, Asie Tropicale,

Pacifique Sud-ouest

Datiscaceae Datisca 2 2 Asie, Amérique du nord,
Europe
Rhamnaceae Adolphia 1 1 Amérique du Nord
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1.1.1.2. Diversité morphologique des plantes actinorhiziennes

Les plantes actinorhiziennes sont des plantes ligneuses (fig.2.3) a I’exception du genre

Datisca (Hocher et al., 2009).
Elles se présentent sous la forme d'arbre, d'arbuste ou d’arbrisseau (Franche et al., 1998).

La famille des Rosacées comprend des plantes arbustives (Dryas drummon-dii) qui
affectent méme des formes prostrées, constituant des « assiettes » ou des « carpettes » (Moiroud,
1996).

la famille des Casuarinaceae comprennent 90 espéces d’arbres et d’arbustes divisée en 4
genres, Ceutbostoma, Casuarina, Allocasuarina et Gymnostoma (Diouf et al., 2008 ; Hocher et
al., 2009). Les Casuarinaceae possedent des rameaux chlophylliens a activité photosynthétique
et des feuilles réduire a des écailles, ces caractéristiques donnent a la plante la capacité de
résister les mauvaises conditions environnementales (résistance au climat chaud et sec)
(Duhoux et Franche ,2003).

Figure 2. Plante Actinorhizienne Alnus Figure 3. Feuilles de plante Alnus glutinosa
glutinosa (Benabdoun, 2012). (Benabdoun, 2012).
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1.1.1.3. Intérét des plantes actinorhiziennes

Un taux de fixation d’azote équivalent a celui de la symbiose rhizobienne, de 2 a 300 kg

N2 /ha/an (Werner et Newton, 2005).

Les plantes de genre Casuarina sont généralement plantées comme brise-vent et utilisées
en agroforesterie pour enrichir les sols et améliorer les rendements des cultures associées
(Zhong et al., 2010).

Les plantes Casuarina sont utilisées dans les régions tropicales pour réhabiliter le sol

dégradé et pour fixer les dunes mobiles (Benabdoun et al., 2012).
1.1.2. Partenaire bactérienne : actinomycéte Frankia
1.1.2.1. Généralités

Frankia est un actinomycéte de la famille des Frankiaceae se retrouvant dans le sol (Chaia
et al., 2010). Le nom Frankia a été donné par Brunchorst en 1886 en I’honneur du professeur
A. B. Frank, pour décrire I’endophyte qui forme des nodules racinaires chez les plantes non

légumineuse (plante actinorhizienne) (Wheeler et al., 2008).

C’est une bactérie hétérotrophe a Gram positif tres riche en G+C (entre 66-77%) (Benson
et Silvester, 1993). Avec une croissance trés lente, et possede un métabolisme aérophile ou

micro aerophile (Baker et Schwintzer, 1990).

Capable de former une symbiose avec plus de 200 espéces de plantes de huit familles
d’angiospermes (Berry et al., 1993 ; Persson et al., 2011). Cette association symbiotique aboutit

le plus souvent a I’apparition de nodules racinaires (Chaia et al., 2010).
1.1.2.2. Diversité morphologique de Frankia

Une bactérie filamenteuse, capable de fixer 1’azote de maniére libre ou de maniére

symbiotique (Schwencke et Caru, 2001).

Selon Huang et Benson (2012) les souches de Frankia sont différenciées en trois

structures différentes : les hyphes, les spores et les vésicules (fig. 4).

Les colonies sont mucilagineuses aux centres, ellipsoidales ou sphériques (Narayanasamy
et al., 2020).
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En milieu de culture la majorité des hyphes vegétatifs sont septes de 0.5 um de largeurs
(Chaia etal., 2010). Forment de thalles danses compacts ou filamenteux minces (Narayanasamy
et al., 2020).

Les sporanges sont multiloculaires, ronds, cylindriques ou trés irréguliers, et remplis de
spores (Lechevalier, 1994 ; Pozzi, 2014).

Les vésicules sont les sites de fixation d’azote (Huang et Benson, 2012). Sont des
structures recouvertes d’une enveloppe lipidique multicouche (Chaia et al., 2010) constituée

d’hypanoides qui agissent comme une barriere a la diffusion d’oxygéne (Berry et al., 1993).

Figure 4. La morphologie retrouvée chez le genre Frankia (Lafond Lambert, 2014).

A : I’hyphe végétatif de Frankia alni ACN14a ; B : le sporange de Frankia sp.ARgP5 ; C : la vésicule de
Frankia ; D : I’hyphe de Frankia alni ACN14a.

1.1.2.3. Diversité taxonomique de Frankia

La bactérie Frankia a été classé dans l'ordre des Actinomycetales sur la base des caractéres
morphologiques, la chimie cellulaire et des séquences d'ADNr 16S (Diagne et al., 2013) (tab.
2)

La diversité morphologique : Dans les milieux artificiels et in planta, la bactérie Frankia
produisent la méme morphologie générale : des hyphes ramifiés, des vésicules, et les sporanges
(Lechevalier, 1994).



Chapitre 1 Généralités sur la symbiose actinorhizienne

Physiologiquement : sont classés en deux groupes, groupes A comprend des groupes
hétérogénes (Nouioui, 2014). Et le groupe B renferme des souches micro aérophiles

(Lechevalier, 1994).

Sur la base de leurs plantes hotes, ont abouti a la definition de dix espéces : Frankia alni,
F. elaeagni, F. brunchorstii, F. discariae, F. casuarinae, F. ceanothi, F. coriariae, F. dryadis,

F. purshiae et F. cercocarpi (Nguyen et Pawlowski, 2017).

Tableau 2. Classification des actinomycetes (Narayanasamy et al., 2020).

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

1.1.3. Intérét de symbiose actinorhizienne
Comme exemple le cas de ’association entre Frankia et I’aulne.

La fixation biologique de I’azote est réalisée grace a la symbiose avec la bactérie
Frankia (Nouioui, 2014). Cette bactérie posséde des structures spécialisé appelé vésicules (sont

les sites de fixation d’azote) (Franche et al., 2009).

Selon Wall (2000) la formation des nodules racinaires chez les Alnus améliore la

résistance de ces plantes aux agents pathogéenes.

Les aulnes améliorent la qualité et la fertilité des sols (enrichir les sols pauvres en

nutriments azotées) (Schwencke et Cara, 2001).
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L’azote produit par la symbiose actinorhizienne n’est pas utilisée par la plante

actinorhizienne seul, mais aussi par les autres plantes voisines (Huss-Danell, 1997).

Selon Diagne et al. (2013) les Alnus sont largement utilisées pour la régénération
de sols et pour la stabilisation des dunes.

11
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes

Ce chapitre apportant les détails sur la mise en place d’une étude de synthése des
publications scientifiques traitant le sujet : la symbiose actinorhizienne (Nodulation),
phylogénique et activité enzymatique (Activité nitrogénase) de genre Frankia.

2.1. Nodulation

Les souches de Frankia ont été sous-cultivées dans du BAP liquide milieu (voir annexe
2) (Murry et al., 1984) a 28°C pendant 4 semaines.

Semis de Casuarina ont ensuite été repiqués dans 1kg de sols sableux-argileux dans des

sacs en polyéthyléne.

Ensuite ces plants ont été arrosés avec la solution de Crone et solution de micronutrients,

et cultivées dans un environnement contrblée « Fitoclima ».

Inoculum de Frankia ont été utilisés pour inoculer des plantes Casuarina (Casuarina

equisetifolia, Casuarina cunninghamiana et Casuarina obesa).

L’inoculation des plantes a été réalisee comme suit : les semis de Casuarina ont été
inoculés en injectant 10 ml de chaque inoculum de Frankia (5,5 pg de protéine ml-1) dans le

sol environnant (rhizospheére), l'inoculation a été répétée a nouveau apres une semaine.

Les semis ont été examinées pour la nodulation aprés 4 semaines d'inoculation et les
plantes ont été récoltées apres 3, 6 et 9 mois, lavees soigneusement sous I'eau du robinet et

séché sur une serviette en papier.

Le nombre de nodules et poids sec de nodules par plante ont été mesurées (Sayed et al.,
2008).

14
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2.2. Activité enzymatique (Activité nitrogénase)

L’activité nitrogénase des nodules a ét¢ déterminée par le test de réduction d’acétyléne

(ARA).

L’enzyme nitrogénase est responsable de la fixation du N> réduit également le CoH:
(acétyléne) a CoHa (éthyléne) (Dilworth, 1966). Cette enzyme fourni un test utile pour la

quantification de la fixation de No.

Les nodules de chaque plante ont été excisés et immédiatement exposés a un mélange air-
acétylene a 10% dans des récipients hermétiques et incubés a 28°C pendant 3h et la production
d’éthyléne a été mesurée dans un chromatographe en phase gazeuse suivant la méthode de
Postgate (1972).

L’activité nitrogénase spécifique dans la plante a été exprimée en nmol de CoHa produit

par heure et par mg de poids sec de nodules (Caru et al., 2000).
2.3. Etude génotypique
2.3.1. Extraction d’ADN génomique

L’extraction de ’ADN a été réalisée a 1’aide de DNeasy Plant kits (Qiagen, Hiden,
Allemagne). Ensuite une amplification PCR du géne ADNr 16S et séquencage a été réalisée
pour Vérifier la qualité de I’ADN isolé (Gtari et al., 2015).

La qualité de ’ADN a été évaluée par I’A260/A280 ratio.
2.3.2. Séquencage du géenome partiel

Le Séquencage du génome partiel de souche Frankia BMG5.30 a été realisée sur une

plateforme Illumina HiSeq 2500 utilisent la technologie IHlumina.

Le standard Illumina shotgun librairie a été construite et séquencé a I’aide de la plateforme

Illumina HiSeq2500 (fig. 5).

Ensuite les séquences lllumina étaient coupé par la version Trimmomatic 0.32 et

assemblé avec Spades version 3.5.

Le génome de souche Frankia BMG5.30 a été annoté via le NCBI pipeline d’annotation
du génome procaryote (PGAP) (Gueddou et al., 2019 ; Belaid et al.,2020).

15
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Remarque :

Trimmomatic comprend une variété d’étapes de traitement pour lire découpage et filtrage,
mais les principales innovations algorithmiques sont liées a I’identification des séquences

d’adaptation (Bolger et al., 2014).

Spades : est un algorithme d’assemblage du génome qui a été congu pour les ensembles

de données bactériennes unicellulaires et multicellulaires (Benkevich et al., 2012).

Segmente inconnue

Fragmentation

Méthode shotgun
Librairie

Figure 5. La stratégie shotgun (Schutz, 2017). (site web 1).
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Chapitre 3 : Résultats et discussion

Ce chapitre mise en place une synthese arborant et discutant les résultats des publications
scientifiques traitant le sujet de cette étude: la symbiose actinorhizienne (Nodulation),

phylogénique et activité enzymatique (Activité nitrogénase) de genre Frankia.

3.1. Nodulation

D’aprés Belaid et al. (2022) les systémes racinaires de semis de Casuarina

Cunninghamiana et Casuarina glauca ont été examinés pour la présence de nodules.

Les résultats indiquent qu'une faible proportion de semis produits en 12 pépiniéres ont

été nodulées (fig. 6).

HpCEE] T

Figure 6. Nodules racinaires de Casuarina cunninghamiana et Casuarina glauca

(Belaid et al., 2022). A : nodules racinaires de Casuarina cunninghamiana, B : nodules racinaires de
Casuarina glauca.

Ces résultats sont similaires aux ceux décrits par Gtari et al. (2002) et qui montrent que
les 16 sites de Casuarinaceae examinés (C. cunninghamiana et C. glauca) seuls cing ont permis

de trouver des plantes avec des nodules de plus de 20 cm de diaméetre et de couleur rouge sang.

La moyenne de nodulation était de 28,8 % pour Casuarina cunninghamiana et 26,4%

pour Casuarina glauca.
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Les deux especes ont montreé un nombre relativement faible de nodules et poids sec de

nodules par plante (tab. 3).

Le nombre et le poids sec des nodules par plant ont été drastiquement plus faibles dans

les pépinieres situées au Sud que ceux situés dans le nord du pays (tab. 3).

Tableau 3. Pourcentage, nombre moyen et poids sec des nodules par semis de Casuarina

cunninghamiana et Casuarina glauca (Belaid et al., 2022).

Localisation de Casuarina cunninghamiana Casuarina glauca
pépiniére Percentage | Nombrede | Poidsec des | Percentage Nombre de Poid sec des
dessemis | nodules par | nodulespar | dessemis nodules par | nodules par
moduleés semis semis moduleés semis semis

Algérie 70.8 6.5:1.00 | 532.7.81.8 54.2 4.5:0.80 | 329.7.74.5b
Algerie 37.5 1.8.0.62 | 124.4,35.7 41.7 3.0:0.80 | 141.7.38.4b
Bejaia 50.0 2.9:0.6 | 243.0.54.9: 37.5 2.6:0.80 | 202.3:64.3
Elkala 54.2 7.0:1.4a | 278.1.56.2 29.2 3.0: 1.1 | 156.7 56.72
Oran 3.3 2.00.6: | 97.2.30.2 45.8 2.8:0.70 | 100.8 +26.0:
Tlemcen 333 1305 | 33.9.13.9% 37.5 2.0.0.66 | 71.2.21.50
Pepinieresdu | 465, 6.0 | 3.6.1.0: |218.0.73.2: | 41.0.35 | 3.0.0.3 167.0+
Nord 37.4b
Adrar 29.2 1.1.0.4: | 16.9: 6.3 25.0 0.5:0.20 | 12.8.5.4
Biskra 20.8 1.0:0.42 | 16.2:7.1 25.0 06.02: | 857:34
Djanet 0.0 0.0:0.02 | 0.0.0.0e 0.0 0.0+ 0.0 0.0:0.08
El-Goléa 0.0 0.0:0.02 | 0.0:0.02 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Tamanrasset 0.0 0.0:0.02 | 0.0:+0.02 0.0 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0
Tindouf 16.7 0.5.0.2 6.5. 3.3 20.8 0.3.0.2 6.9:3.1
péginiéres du 11.1:5.22 | 0.4.02: | 6.6:3.3n | 11.8:532 | 0.2:0.1b 4.71:2.2
su
Valeur 28.8:6.5 | 20,07 | 1124:473 | 26.4,5.3: 1.6:0.4 85.9:30.3
moyenne
globale

Les résultats de Belaid et al. (2022) et Gtari et al. (2002) sont différents aux caracteres

présentés par Mansour et al. (1993) qui rapport que tous les plantes de Casuarinas (C.
cunninghamiana et C. glauca) sont nodulées par la bactérie Frankia, mais avec un nombre et
poids sec de nodules par plante moins que le nombre et poids sec de nodules par plante présenté
par Belaid et al. (2022).
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3.2. Activité enzymatique (Activité nitrogénase)

Pour mesurer le potentiel de fixation d’azote de la symbiose actinorhizienne entre la
bactérie Frankia et plante Casuarina cunninghamiana, trois souche de Frankia (B2, Ccl3,

Ccl6) ont été isolé a partir de nodules de Casuarina cunninghamiana trouvé en Algérie et
Egypte.

D’apreés Belaid et al. (2020) la souche Frankia était capable de réinfecter Casuarina
cunninghamiana (fig. 7).

Figure 7. Nodule de Casuarina cunninghamiana (Belaid et al., 2020).

A : coupe longitudinale d'un nodule de Casuarina cunninghamiana coloré au bleu de toluidine, B : Gros plan du
panneau « A »montrant un lobe de nodule.

L’activité de nitrogénase a été déterminée par le test de réduction d’acétylene (ARA) : les

nodules produit par la souche B2 a montré un niveau plus élevée d’activité nitrogénase par

rapport a Casuarina nodules avec la souche Frankia Ccl3 (fig. 8).
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Figure 8. Activité nitrogénase des nodules induite par la souche

Frankia B2 et Ccl3 (Belaid et al., 2020).

Ces résultats sont différents aux résultats décrits par Oshone et al. (2013) qui montrer une
diminution d’activité de nitrogénase de Casuarina cunninghamiana avec la souche Frankia
Ccl6.

La différence entre les résultats des deux expériences est due a deux possibilités :

e La souche Frankia B2 pu établir une symbiose plus effective avec Casuarina
cunninghamiana par rapport aux paires souches Frankia Ccl3 (Belaid et al., 2020) et
souche Ccl6 (Oshone et al., 2013).

e La différence dans leurs protocoles, selon le travail d’Oshone et al. (2013) la souche
Frankia Ccl6 isolées a partir des nodules de Casuarina cunninghamiana été exposé a
différents teneurs d’NaCl et saccharose, ces dernier sont capable d’influencer et inhiber
lactivité de nitrogénase, ceci explique la diminution de nitrogénase activité de cette
souche (Ccl6).
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3.3. Etude génotypique
3.3.1. Séquencage du génome partiel

Un protocole basé¢ sur le séquengage du génome partiel a ’aide de la plateforme Illumina
HiSeq2500 (utilisent la technologie Illumina) a été utilisé pour classer et estimer les
caracteristiques génomiques et des relations phylogéniques entre cing différentes souches de
Frankia (B2, CgS1, Ccl156, CgMI4, BMG5.30) isolées a partir des nodules des plantes

actinorhizienne trouvées en Algérie, Egypte et Tunisie.

Les caractéristiques du génome des cinq Frankia souches isolées sont comparées avec
autre génome de souche Frankia CcI3 capable d’infecter des plantes de la famille

Casuarinaceae et souche Frankia BMG5.1 qui infect des plantes de la famille Coriariaceae.

D’apres Belaid et al. (2020) et Mansour et al. (2020) montre que les caractéristiques du
génome de souche Frankia B2 (isolée en Algérie) et souches Frankia CgS1, Ccl156, CgMI4
(isolées en Egypte) sont similaires aux caractéristigues du génome de souche Frankia
Casuarinae Ccl3, Nous avons remarque que la souche Frankia B2 posséde des caracteres
génotypiques (la taille, pourcentage de G+C, nombre d’ARNt et ARNr) plus similaire a souche
Frankia casuarinae Ccl3 par rapport aux autres Frankia souches étudier (CgS1, Ccl156,
CgMil4) (tab. 4).

Tableau 4. Caractéristique de génome des Frankia souches.

Souche | Taille | Nombre | Nombre | Nombre | Pourcentage Auteur
(Mb) | ’ARNr | ’ARNt | de CDS | de G+C
B2 5,33 6 46 4,79 70,1 (Belaid et al., 2020)
Ccl3 5,43 6 46 4,59 70,1
Cgls1 5,25 2 45 4,22 70,03 (Mansour et al., 2020)
Ccl156 5,33 2 45 4,30 69,90
CgMl14 5,19 0 46 4,16 69,97
BMG5.1 | 5,79 3 45 5277 7,16 (Gueddou et al., 2019)
BMG5.30 | 5,81 5 45 4976 70,15

CDS : séquence codant d’un géne (coding DNA séquence).
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Ces résultats sont différents aux résultats décrits par Gueddou et al. (2019) qui ont montré
qu’il y a une similarité entre les caractéristiques du génome de souche Frankia BMG5.30

(isolées en Tunisie) et souche Frankia BMG5.1 on peut remarquer que : (tab. 4).

Méme taille de genome étudié: environ (7.79 et 7.81).

Les deux souches présentent un pourcentage de G+C similaire (entre 70.15% et
70.16%).

Un nombre des séquences codant(CDS) environ 4976 et 5277.

Un nombre d’ARNt identique entre les deux souches (45).

Les relations phylogénétiques entre les souches Frankia ont été détectées par 1’analyse

phylogénétique d’ADNr 16S d’isolats.

L’arbre phylogénétique des séquences d’ADNr 16S a été déterminé par les méthodes de
maximum likelihood, Neighbor-Joining et FastME programme montrant la position et distance

phylogénique d’isolats.

Selon le résultat de Belaid et al. (2020) I’analyse phylogénétique de I’ADNr 16S montre
I’existence d’une relation phylogénique de souche B2 avec les génomes de Frankia séquencee.
Comme prévu, la souche Frankia B2 est groupée avec la souche Frankia casuarinae Ccl3 dans

le méme groupe avec une similarité de 100% (clade du groupe 1) (fig. 9).

Ces resultats sont ont accord avec ceux décrit par Mansour et al. (2020) montrant que les
souches Frankia CgS1, Ccl156, CgMI4 sont regroupées dans le clade de groupe 1c avec la
souche Frankia casuarinae Ccl3 et la souche B2 (fig. 10). Ce groupe comprend des souches

Frankia qui s’associent a I’hdte plantes Casuarina et Allocasuarina.

L’arbre phylogénique déduite avec FastME programme (fig. 10) ont révélé que les
souches CgS1, Ccl156, CgMI4 a montré un niveau de similitude élevée de 100% avec la souche

B2 (isolées en Algérie) et la souche Frankia casuarinae Ccl3.
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Les résultats de Gueddou et al. (2019) sont different aux caractéres présenté par Belaid
et al. (2020) et Mansour et al. (2020). Un arbre phylogénétique de Maximum Likelihood (fig.
11) montre que la souche Frankia BMG5.30 (isolée a partir de plante Coriariae) en Tunisie.
Cet isolat est regroupée plus prées de souche Frankia Coriariae BMG5.1 que les autres Frankia

souches séquencée (Candidatus) avec une similitude plus supérieur entre 95 et 100%.

I 188/180 L Frankia sp. BMGS 2 (MBLOGIOO000D 1)
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il
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Figure 11 : Arbre phylogénétiqgue a Maximum Likelihood basé sur 'ADNrl16s sequences
montrant la position de Frankia souche BMG5.30 (Gueddou et al., 2019).

D’apres les résultats de Belaid et al. (2020) ; Mansour et al. (2020) et Gueddou et al.
(2019) ont révelé que les souches Frankia (CgS1, Ccl156, CgMI4, B2) partageait une relation
phylogénétique et des caractéres similaires avec la souche Frankia casuarinae Ccl3 donc ces
isolates sont étroitement apparenté a Frankia casuarinae. A I’exception de souche BMG5.30 a
montré une similarité avec la souche Frankia coriariae BMG5.1 donc cette souche est un

membre des especes Frankia coriariae.
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Conclusion

Conclusion

Dans notre travail nous sommes proposés de présenter des études des symbiontes
microbiens dans des régions d’Algérie, fixant 1’azote atmosphérique et appartenant au genre
actinomycéte Frankia habitent des nodules racinaires de plantes actinorhizienne, c’est la

« symbiose actinorhizienne ».

Cette étude est réalisée par la mise en place d’une étude de synthése des publications
scientifiques traitant le sujet de cette étude : mise en évidence de la nodulation (la symbiose
actinorhizienne), 1’activité nitrogénase et a la fin la phylogénie des souches des actinomycetes

de genre Frankia.

On peut conclure que les bactéries de genre Frankia sont capable d’établir une symbiose

effective avec des plantes actinorhiziennes Casuarina cunninghamiana et Casuarina glauca.

Concernent le potentiel de fixation d’azote de I’actinomycéte Frankia on remarque que la
souche Frankia B2 possede une activité nitrogénase élevées et capable d’établir une symbiose
plus effective avec Casuarina cunninghamiana. Cependant, le stress salin et le saccharose
affecte négativement sur la croissance et I’activité nitrogénase et le potentiel de fixation d’azote

des Frankia souches.

Selon les résultats sur les relations existant entre les souches Frankia basés sur I’analyse
phylogénétique de I’ADNr16S et la comparaison des caractéristiques de génome de ces souches
ont déduit la présence des relations phylogénétiques et similarité entre les souches

d’actinomycétes appartient au genre Frankia symbiotique des plantes Casuarina et Coriaria.

Les souches Frankia B2, CgS1, Ccl156, CgMI4 sont membres des espéces Frankia

casuarinae alors que la souche Frankia BMG5.30 appartienne a I’espece Frankia coriariae.

Ces isolats présentent des caracteres phylogeniques trés similaires entre eux par rapport

les souches Frankia isolées des plantes différentes.
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Conclusion

Au terme de cette étude, il serait intéressant de poursuivre ce travail par la recherche et
étude des comportements et capacité des variétés des paires symbiotiques (symbiose
actinorhizienne) pour résister a différentes conditions environnementales. Cette étude aura un
role majeur dans 1’ouverture d’un large horizon pour promouvoir et intensifier la culture des
plantes actinorhiziennes en Algérie, en raison du leur role important et efficace qu’elles jouent
dans ’amélioration du sol afin de lutter contre la désertification et contribuer a la régénération

et stabilisation de sol.
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Annexes

Annexes

Annexe 1 : Tableau présentant les articles scientifiques servant de support a la réalisation de

la partie expérimentale de la présente étude.

Frankia combinations in Egypte.

N° Titre Auteurs
Growth kinetics and nitrogenase induction in Frankia
1 ) Murry et al. (1984)
sp. HFP Arl3 grown in batch culture.
Rhizosphere Microbiota and Frankia-Casuarina
2 o Sayed et al. (2008)
symbiosis.
3 The Acetylene Reduction Test for Nitrogen Fixation. Postage (1972)
Acetylene Reduction by Nitrogen-Fixing _
4 _ - ] Dilworth (1966)
Preparations from Clostridium Pasteurianum.
Isolation of infective and effective Frankia strains ]
5 _ Caru et al. (2000)
from root nodules of Alnus acuminata (Betulaceae).
Cultivating the uncultured : growing the recalcitrant _
6 i ) Gtari et al. (2015)
cluster-2 Frankia strains.
Draft genome sequence of the symbiotic Frankia sp.
7 Strain BMG5.30 isolated from root nodules of Gueddou et al. (2019)
Coriaria myrtifolia in Tunisia.
Trimmomatic : A Flexible Trimmer for Illumina
8 Bolger et al. (2014)
Sequence Data.
9 Spades : A New Genome Assembly Algorithm and Benkevich et al.
Its Applications to Signle-Cell Sequencing. (2012)
Casuarina species in Algeria : reviewing identity, _
10 o o Belaid et al. (2022)
distribution and symbiotic status.
Frankia nodulating Alnus glutinosa and _
11 ) ) o Gtari et al. (2002)
Casuarinaceae in Tunisia.
Selection trials for effective N-fixing Casuarina-
12 Mansour et al. (1993)

36



Annexes

Draft genome sequence of the symbiotic Frankia sp.
13 Strain B2 isolated from root nodules of Casuarina (Belaid et al, 2020)

cunninghamiana found in Algeria.

Effect of salt stress on the physiology of Frankia sp.
14 ) Oshone et al. (2013)
Strain Ccl6.

Draft genome sequences for the Frankia CgS1,
15 Ccl156and CgMI4, nitrogen fixing bacteria isolated | Mansour et al. (2020)

from Casuarina sp.in Egypte.

Annexe 2 : Composition du milieu BAP par Murry et al. (1984).

Solutions méres BAP
NHA4CI 5mi
CaCL2.2H20 10 ml
Propionate de Na 5mi
MgSQO4.7H20 5mi
Fe.Na2EDTA 1ml
Oligoéléments 1ml
Vitamines BAP 1 ml
Tampon BAP 10 mi
pHa6.7
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Résumé

Cette étude synthétique est basée sur des travaux de recherche sur les souches de Frankia isolées de nodules

racinaires des plantes actinorhiziennes.

Les isolates d’actinomycétes du genre Frankia montrent une capacité remarquable & former des nodules
racinaires sur des plantes hétes Casuarina cunninghamiana et Casuarina glauca. Particulierement la souche

Frankia B2 isolées en Algérie est qui présente aussi une forte activité nitrogénase.

La caractérisation moléculaire basés sur le séquengage de ’ADNr 16S a confirmer que les Frankia isolées
appartir des plantes Casuarina et Coriaria appartiennent aux espéces Frankia casuarinae et especes Frankia

coriariae respectivement.

Mots clés : Frankia. plantes actinorhiziennes. nodulation. ADNr16S. nitroaénase.

Summary

This synthetic study is based on research work on Frankia strains isolated from root nodules of actinorhizal

plants.

Actinomycete isolates of the genus Frankia show a remarkable ability to form root nodules on host plants
Casuarina cunninghamiana and Casuarina glauca. Particularly the Frankia B2 strain isolated in Algeria is

also showing a strong nitrogenase activity.

Molecular characterization based on 16S rDNA sequencing confirmed that Frankia isolated from Casuarina

and Coriaria plants belong to Frankia casuarinae species and Frankia coriariae species respectively.

Key words : Frankia, actinorhizal plants, nodulation, 16S rDNA, nitrogenase.




