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Résumeé

Casuaring glauca est une espéce tropicale ligneuse a croissance rapide, bien adaptée a la sécheresse et capable de réhabiliter les sols
dégradés. Cet arbre a la capacité de développer au niveau racinaire une symbiose aveec |'actinobactérie fixatrice d'azote Frankia. Le
processus symbiotique aboutit 4 la formation de nodules ou « actinorhizes », au sein desquels Frankia transforme |’azote atmosphérique
en ammoniac assimilable par la plante hote. Depuis une guinzaine dannées, les connaissances sur les mécanismes moléculaires qui
gouvernent cette symbiose dite « actinorhizenne » ont connu des progrés remarquables. Plusieurs génes symbiotiques ont été identifiés et
caractérisés et des programmes d'étude du génome ont été initiés tant sur Casuarina que sur la bactérie Frankia. L objet de cette revue
est de faire le point sur cette symbiose originale qui pourrait constituer un modéle intéressant pour définir des stratégies permettant de
faire fixer [’azote aux céréales.

Mots clés : Fixation bioclogique de I'azote, Casuarina, Frankia, nodule actinorhizien, géne symbiotigue

Abstract

Casuarina glauca is a fast-growing woody species, well adapted to drought in tropical areas, and able to rehabilitate degraded soils.
This tree has the ability to develop a root symbiotic process with the nitrogen-fixing actinobacteria Frankia. The symbiotic process leads
to the development of root nodules so-called actinorhizae, in which Frankia reduces the atmospheric nitrogen into ammonia used by the
host plant. In the past years, knowledge on the molecular mechanisms governing this actinorhizal symbiosis have made remarkable
progress. Several symbiotic genes were identified and characterized, and genomic studies were initiated both on the host plant Casuarina
and its symbiont Frankia. The purpose of this article is to review the last advances on this original symbiosis that could be a valuable
model to develop strategies for transferring the ability of nitrogen fixation into cereals.

Keywords: Biological nitrogen fixation, Casuarina, Frankia, actinorhizal nodule, symbiotic gene

Jalisile) o il al 5 liall ae tam alilie ¢ ay g gad 53 mla Sl i) ¢ 6 Casuarinag glauca —
Sl kil 4 S LSS g s e Gl e sdall g gt 85080 L) B padll s 5 il )
Ll gise 3 ) 5 (actinorhizes ) s 2o 0psSE Jladli alail s e gl MLSH T g DU AR (L G YY)
Bl ) 08 (e alaniad (S il 1) gyl g 1 gy LS g

(Actinorhizenne) sle—wdll A el CENL g sl 1 aSan all 4y 5all GRS ale e el 2
15 oy eyl 53l LY AL a5t 5 Ll i) 3 Bl lisal (e el T gl T, g
LS L S g Ly sl alald)

aatl Tee Gdga 0688 o 080 g sy ,dl) Aalatl) 480001 o3 o o sl il a3yl oda e gl
sl Gl o (g gal g 3 iy e Bl )
Lalatl) Cliall ¢ Ladiladll abell Ll 8 oLy ) 4 IS og 33U o gonll Cudtt)) rdpalidalf CilalSH

© Université Mentouri Constantine, Algérie, Juin 2012






M. BENABDOUN, H. GHERBI, A.DJEKOUN, D. BOGUSZ, C. FRANCHE, N. YKHLEF

Les plantes capables de développer une interaction
symbiotique avec ['actinobactérie fixatrice d’azote
Frankia sont appelées plantes actinorhiziennes. On compte
environ 260 espéces de plantes actinorhiziennes, réparties
en 25 genres et 8 familles [1]. Ce sont. a "exception des
membres de la famille des Discariaceae. des arbres et des
arbustes que I'on trouve sur tous les continents et sous tous
les climats, I’ Antarctique étant exclu [2]. Parmi les espéces
actinorhiziennes les plus connues, on peut citer ["aulne
(4lnus  glutinosa), le filao (Casuarina equisetifolia),
I’olivier de bohéme (Eleagnus angustifolia) ou encore le
céanothe (Ceanothus dentatus). Comme chez les
légumineuses, le processus symbiotique aboutit au
développement, sur le systéme racinaire. de nodosités plus
communément appelées nodules actinorhiziens ou
actinorhizes, qui abritent le microorganisme. Au sein de ces
structures. la plante hote fournit des substrats carbonés a
Frankia qui, en retour, transforme 1’azote atmosphérique en
ammoniac nécessaire a la croissance du partenaire végétal
[3. 4]

Moins étudiée que la symbiose Rhizobium-
légumineuses, la symbiose actinorhizienne permet une
fixation d’azote comparable et joue un réle important au
niveau écologique. Les plantes actinorhiziennes sont en
effet des plantes pionniéres. que l'on peut qualifier
d’édificatrices en raison de leur role dans 1’évolution de la
roche mére vers un sol véritable [5]. En conditions
naturelles, il est également observé une association avec des
champignons mycorhiziens qui assurent a la fois une
meilleure assimilation du phosphate, protégent les racines
de certains pathogénes et contribuent a une meilleure
résistance a la sécheresse [6].

L’ensemble de ces caractéristiques permet ['utilisation
des arbres actinorhiziens pour la réhabilitation de sols
dégradés. Dans les régions tropicales arides et semi-arides,
certaines espéces actinorhiziennes de la famille des
Casuarinacées jouent un 16le environnemental trés
important. C. equisetifolia, C. cunninghamicna et C. glauca
sont en effet plantés le long des zones littorales pour
stabiliser les dunes, protéger les cultures du vent et de
I’ensablement, et enrichir les sols en éléments organiques
dans des activités d’agroforesterie. associant au sein de
parcelles agricoles des rangées de Casuarinas espacées
d’une dizaine de métres [7.8]. En Algérie. Casuarina est
utilisé comme espéce ornementale dans les villes, comme
brise-vent par les paysans ou encore pour réhabiliter
d’anciennes carriéres.

Si les outils de la biologie moléculaire et de la
génomique végétale ont tout d’abord bénéficié a des plantes
dites « modeéles », comme Arabidopsis thaliana ou le riz,
les progrés techniques fantastiques obtenus ces derniéres
années permettent désormais des avancées importantes dans
la connaissance de plantes d’intérét diversifiées. Chez les
plantes fixatrices d’azote, Medicago truncatula et Lotus
Jjaponicus se sont imposées comme des modéles pour
décrypter les génes clés du processus conduisant a la
symbiose  avec  Rhizobium. Pour les plantes
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actinorhiziennes. des études moléculaires ont été
développées par différents groupes de recherche sur A.
glutinosa, C. glauca, D. glomerata et E. angustifolia [9].

Le  développement de  techniques  d’analyse
fonctionnelle des génes symbiotiques chez C. glauca.
basées sur une approche d’interférence par 'ARN et des
méthodes de transformation génétique bien maitrisées, ainsi
que 'obtention de données comparatives importantes sur
les transcriptomes de nodule et de racine, font cependant de
cette plante actinorhizienne un modéle pour I'étude du
processus d’infection de la plante hote par Frankia [10, 11,
12. 13]. Un bilan des connaissances de la symbiose
Casuarina-Frankia est présenté dans cette revue, avec un
intérét  particulier dédié aux phases précoces de
I'interaction. Les données seront situées dans un cadre
comparatif avec la symbiose Rhizobium-légumineuse.

Le microorganisme Frankia

Frankia est une bactérie filamenteuse, Gram positif,
capable de fixer I’azote & I’état libre. Décrite la premiére
fois a la fin du 19°™° siécle. il faudra attendre 1982 [14]
pour que la premiére culture pure de Frankia symbiotique
de Casuarina soit obtenue, et a ce jour. il existe encore des
souches de Frankia qui ne peuvent étre cultivées a 1’état
libre. En culture pure, l'actinomycéte différencie des
hyphes qui sont la forme végétative, et dans un milieu sans
azote, des vésicules généralement sphériques sont
observées en position terminale des hyphes. Ces cellules
possédent une enveloppe lipidique composée de multiples
couches d’hopanoides qui assurent une protection du
complexe nitrogénase contre une inactivation par
I"oxygéne, permettant ainsi la fixation de I'azote [15]. Au
sein des nodules de Casuarina, les vésicules ne sont
cependant pas observées. d’autres mécanismes de
protection contre ’oxygéne étant impliqués.

En 2007 est publiée la séquence de la souche de
Framkia CcI3 isolée de nodules de C. cunninghamiana [16].
L’analyse révéle que le génome est circulaire, de petite
taille (5,43 Mb). qu’il contient 4 499 séquences codantes et
posséde un GC% égal a 71%. Cette souche posséde une
spécificité d hote étroite, restreinte a quelques espéces du
genre Casuarina. La recherche d’homologues des génes
nod4,B,C impliqués dans la synthése du squelette du
lipochitooligosaccharide constitutif des facteurs Nod de
Rhizobium, a permis d’identifier 3 candidats pour nodB,
avec un pourcentage d’identité compris entre 35.2% et
48.1% : I'identité est comprise entre 23.6% et 25,1% pour
nodC : en revanche, il n’y a aucun candidat pour nod4 dans
le génome de Ccl3, ce qui suggére que les molécules signal
de Framkia impliquées dans les phases précoces de
I"interaction avec le systéme racinaire actinorhizien ont une
structure un peu différente. Malheureusement, 1’absence de
systémes d’analyse génétique chez ['actinomycéte ne
permet pas la validation fonctionnelle de ces candidats : il
n’'existe pas non plus de méthode de mutagenése par
transposon qui permettrait de révéler les génes clés du
processus de nodulation chez le partenaire bactérien [9. 17].
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Le développement du nodule actinorhizien

Le processus d’infection de Casuarina par Frankia est
dit «intracellulaire », impliquant !’infection de poils
racinaires (voir Figure 1) [18]. Le premier signe du
processus symbiotique est une déformation des poils
absorbants, induite par des molécules de nature inconnue
secrétées par Frankia lors du contact avec les racines de la
plante hote. Les hyphes pénétrent ensuite dans la zone de
courbure d'un poil racinaire, puis sont encapsulés dans une
structure  équivalente au  cordon  d’infection des
légumineuses. Suite a des divisions dans le cortex de la
racine infectée, une structure appelée prénodule est
observée [19]. Ce prénodule contient de larges cellules
corticales infectées par Frankia, qui fixent ’azote. Le
primordium nodulaire est ensuite initié a partir de divisions
observées dans le péricycle de la racine. en face d’un péle
de protoxyléme, dans une zone proche du prénodule. Les
hyphes vont ensuite progresser du prénodule vers les
cellules corticales du lobe nodulaire en formation. Un
nodule mature est constitué de plusieurs lobes nodulaires,
chacun possédant une vascularisation centrale, et un cortex
organisé en plusieurs zones : zone méristématique, zone
d’infection, et zone de fixation d’azote : dans les nodules
agés. une zone de sénescence est observée. Des couches de
cellules non infectées, riches en polyphénols, séparent les
files de cellules infectées et induisent une
compartimentation du lobe nodulaire chez C. glauca [20].

Hyphes de
Frankia

Puail racinaire
recourbé

\? Prénodule

=

Divisions des
cellules
corficales

Diviglons du

péricycle Primardium

nodulaire

Figure 1 : Processus d’infection intracellulaire du systéme
racinaire de Casuarina glauca par Frankia.

Approche moléculaire des étapes précoces de la
symbiose

Chez les légumineuses. plusieurs génes impliqués dans
la perception et la transduction des facteurs de nodulation
(facteurs Nod) de rthizobium ont été isolés sur la base
d’approches génétiques. Le criblage de mutants chimiques
incapables de former des nodules (Nod-) a permis
d’identifier des génes-clés de la voie de signalisation aux
facteurs Nod [21. 22]. Parmi ces génes. on peut citer par
exemple NFRI&S/LysM/LYK3/NFP, un récepteur kinase a
domaine LysM qui interagirait avec les facteurs Nod :
DMII/Castor/Pollux, une protéine du canal cationique :
SymRK/DMI2/NoRK, un récepteur de type LRR
DMI3/CCaMK, une « Calcium & Calmodulin-dependant
kinase » NSPI, NSP2 et NIN. des régulateurs
transcriptionnels. Ces génes forment ainsi une cascade
signalétique indispensable au dialogue entre les deux
partenaires et a 1’établissement de la symbiose. De plus,
certains génes de cette voie de signalisation sont
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indispensables a  D'établissement de  symbioses

endomycorhiziennes a arbuscules (AM).

Chez les plantes actinorhiziennes, la recherche de génes
symbiotiques a été effectuée soit par criblage de banques
d’ADNc de nodosités, soit griace aux homologies de
séquences présentes avec des génes symbiotiques de
légumineuses. Récemment. 1’homologue du géne STMRK a
été isolé. Ce géne symbiotique représente le premier
élément commun & I'ensemble des voies de signalisation
conduisant & des endosymbioses racinaires. Le géne
CegSTMRK est exprimé dans les racines et les nodules de C.
glauca, et son extinction obtenue par une approche
d’interférence d’ARN (ARNi) conduit 4 une diminution
significative de la nodulation et de la mycorhization. La
complémentation d’un mutant symrk™ de lotier par
CgSymRK restaure la nodulation et la mycorhization. Ces
résultats indiquent que CgSymRK est essentiel a la
nodulation et a la mycorhization chez Casuarina, et qu’il
est fonctionnellement équivalent au géne SymRK de
légumineuse [23].

Par ailleurs, des collections d’ESTs (Etiquettes de
Séquences Exprimées) de nodules et de racines de C.
glawca ont été obtenues [12, 13]. L’analyse du
transcriptome de Casuarina lors des étapes précoces de la
nodulation a permis d’identifier des homologues de la
plupart des génes de la voie de signalisation symbiotique
des légumineuses comme les génes LysM-RLKS, DMII,
DMI3/CCaMK, NSP ou NIN [13]. Ces résultats suggérent
que les symbioses actinorhiziennes et légumineuse-
rhizobium partagent une cascade signalétique commune
(Figure 2) et l'ensemble des travaux réalisés renforcent
I’hypothése dun mécanisme génétique universel pour les
endosymbioses racinaires.
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Figure 2 : Eléments génétiques communs partagés par les
endosymbioses racinaires.

Représentation simplifiée de la voie de signalization commune
conduisant 4 la nodulation et a4 'endomycorhization. Dans la
symbiose Frankia-plantes actinorhiziennes, on retrouve la plupart
de ces éléments génétiques. Les études fonctionnelles des génes
de C. glauca présentant des homologies avec les génes
symbiotiques de légumineuses sont en cours.

Un modéle adapté pour le transfert de la fixation
d’azote aux céréales ?

L'un des enjeux de la compréhension du processus
symbiotique de fixation d’azote est de pouvoir transférer
cette propriété a des plantes incapables de développer des
nodules, et en particulier les céréales [24].

La consommation d’engrais a [’échelle mondiale a
augmenté de 40% entre 1980 et 2006. La production
industrielle d’azote s’effectue grice au procédé Haber-
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bosch destiné a synthétiser de l'ammoniac (NH;z) par
hydrogénation du diazote (N;) gazeux atmosphérique avec
le dihydrogéne (H;) gazeux. Ce processus est trés colteux,
car le marché du pétrole et du gaz influence le cours des
engrais azotés. Par ailleurs, les engrais azotés sont source
de risques environnementaux et sanitaires importants. En
effet. sous forme chimique (ion NOs- dit « nifrate »),
I"azote est particuliérement soluble dans I'eau. et peut alors
étre a l'origine d’une eutrophisation du milieu. On sait
également que les nitrates et les nitrites ont plusieurs effets
sur la santé.

Plusieurs avancées récentes sont encourageantes dans
la perspective d’un transfert de fixation symbiotique par
exemple chez le riz ou le mais. D’une part, comme pour la
grande majorité des végétaux terrestres. les céréales sont
capables de s’associer aux champignons mycorhiziens et
les nombreuses données résultant des programmes de
séquencage des génomes de céréales ont permis d’identifier
des génes homologues a ceux déja mis en évidence chez les
légumineuses modéles impliqués dans le processus de
mycorhization. Comme indiqué dans le paragraphe
précédent, certains de ces génes sont communs au
processus de nodulation et donc susceptibles d’étre
détowrnés vers un programme génétique permettant
I"interaction avec des bactéries fixatrices d azote.

D’autre part, les données moléculaires et génomiques
générées sur les légumineuses ont apporté ces derniéres
années des conmaissances précises sur les phases de
reconnaissance nécessaires a la pénétration et a
I"accomodation du microorganisme symbiotique dans la
plante hote [21. 25]. La conservation de certains de ces
mécanismes chez les plantes actinorhiziennes permet de
confirmer le réle clé de certains génes [23] et d’apprécier
les modifications nécessaires pour reproduire chez les
céréales un programme génétique aboutissant a la
pénétration d’un microorganisme fixateur d’azote dans le
systéme racinaire. Le lobe nodulaire actinorhizien qui se
rapproche de par son origine et sa structure i une racine
latérale  modifiée, powrait fournir un  modéle
particuliérement approprié pour tenter de noduler les
céréales. De plus, le microorganisme Frankia présente
également des caractéristiques intéressantes [9. 26].
Contrairement aux Rhizobia qui induisent des nodules sur
des plantes d'une seule famille, celle des légumineuses ou
Fabacées, Frankia mteragit avec § familles de plantes
différentes. La différenciation de vésicules chez Frankia

permet également au microorganisme de protéger
naturellement la nitrogénase de Iinactivation par
I’oxygéne.

Pour ["Algérie, ces recherches sont de premiére

importance puisque les céréales sont a la base du systéme
alimentaire, le blé représentant 88% des céréales
consommeées. Avec les progrés réalisés dans le séquengage
des génomes végétaux complexes. les recherches sur le blé
devraient progresser dans les prochaines années et conduire
a lintroduction et I'expression de caractéres d’intérét
agronomiques.
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CONCLUSIONS

Avec des valeurs égales a 116 kg d’azote fixé par
hectare et par an dans des plantations de Casuarina, les
plantes  actinorhiziennes  constituent,  aprés  les
légumineuses. le second groupe de plantes importantes
capables de fixer ’azote [27]. Elles ont démontré toute leur
utilité dans certains pays du Sud. comme par exemple en
Egypte pour lutter contre la désertification. ou au Sud de la
Chine pour protéger les fermes contre les typhons et les
tsunamis.

L étude comparative du mécanisme d’infection de
Casuarina par Frankia, avec celui des légumineuses
modéles M. fruncatula et L. japonicus, permettra de mettre
en évidence les mécanismes communs ou spécifiques
développés lors de ces endosymbioses fixatrices d’azote
[28, 29]. De la comparaison avec les symbioses
endomycorhiziennes qui concernent 80% des plantes
terrestres, devralent naitre des stratégies innovantes pour
élargir la fixation biologique de I’azote aux céréales. Si cet
objectif a longtemps été considéré comme trés complexe a
réaliser, les connaissances générées sur la signalisation, la
perception des signaux symbiotiques et leur transduction,
ouvrent la voie & moyen terme a des applications qui seront
de premiére importance en agronomie pour limiter
I"utilisation des engrais azotés.
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