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RESUME 
 

Les plantes actinorhiziennes regroupent 8 familles de plantes appartenant aux ordres des 

Fagales, Cucurbitales et Rosales réunissant près de 220 espèces. Parmi ces familles, le genre 

Alnus regroupe 30 espèces dont l’espèce européenne Alnus glutinosa (Aulne glutineux) 

capable de coloniser les biotopes pauvres en azote grâce à sa capacité à établir des symbioses 

avec des actinobactéries filamenteuses fixatrices d’azote du genre Frankia. La reconnaissance 

entre les deux partenaires initie un programme symbiotique au niveau des racines aboutissant 

à la formation d’un nouvel organe, la nodosité, dédiée aux échanges trophiques. Au sein de 

cette nodosité, l’actinobactérie fixe l’azote atmosphérique grâce à des cellules différenciées 

en diazovésicules et fournit ainsi des composés azotés à la plante qui en échange transfère 

des composés carbonés dérivés de son activité photosynthétique. La reconnaissance, l’entrée 

et le maintien de la bactérie dans la nodosité nécessitent une coordination fine de la part des 

deux partenaires qui est régie grâce à la mise en place d’un dialogue moléculaire. Les 

mécanismes moléculaires impliqués sont encore peu connus étant donné que les 

modifications par génie génétique de la bactérie Frankia sont encore à développer. Malgré 

cela, des études physiologiques, et transcriptomiques sur des pré-nodules et des nodosités 

ont permis d’élucider certains mécanismes comme la présence d’une voie de signalisation 

commune aux symbioses, appelée voie SYM (Symbiotic signalling pathway). En effet, elle est 

décrite également chez les légumineuses en association avec les rhizobia et chez les plantes 

en association avec les champignons mycorhiziens.  

Les données transcriptomiques d’A. glutinosa, obtenus avec des puces ciblant 13000 gènes 

transcrits de la plante (EST : Expressed sequence tag), ont permis d’identifier que parmi les 

gènes surexprimés dans les étapes précoces de la symbiose, 80% codent des peptides 

sécrétés. Parmi ces peptides, certains sont qualifiés de peptides antimicrobien (AMPs) et sont 

décrits dans la littérature comme jouant un rôle dans l’immunité innée de la plante face à des 

microorganismes pathogènes. Cependant, les AMPs ont aussi été décrits comme jouant un 

rôle crucial durant la symbiose. En effet, il a déjà été montré que des AMPs de la famille des 

défensines, produites par A. glutinosa contrôlent le symbiote dans la nodosité. Parmi celles-

ci, AgDef5, cible le symbiote au niveau des diazovésicules fixatrices d’azote 
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dans les cellules végétales infectées de la nodosité et permettrait d’améliorer les échanges 

trophiques entre les deux partenaires.  

Dans ces données transcriptomiques, des gènes codant une deuxième famille d’AMPs, des 

« non-specific lipid transfert protein » (nsLTPs), sont également surexprimés. Ces peptides 

possèdent 4 ponts disulfures qui conduisent à la formation d’une cavité hydrophobe 

permettant de transférer des lipides. Le rôle biologique des nsLTPs reste très peu connu bien 

qu’elles interviennent dans de nombreux processus biologiques tels que la résistance au 

stress, à la reproduction, la formation du tube pollinique, le développement et la germination 

des graines, la formation de cuticule, les défenses de la plante face à des attaques de 

pathogènes, ou les symbioses fixatrices d’azote impliquant les légumineuses et les rhizobia. 

L’un de ces gènes, agltp24, est le plus surexprimé dans les étapes précoces suite à la 

colonisation par la bactérie symbiotique mais aussi dans la nodosité ce qui suggère un rôle 

important de cet AMP de la mise en place au maintien de la symbiose.  

Ces travaux de thèse ont pour but d’étudier le rôle des nsLTPs dans la symbiose entre A. 

glutinosa et la bactérie Frankia alni ACN14a. La première partie avait pour but de localiser 

AgLTP24 dans les tissus végétaux à différents stade de la symbiose et de déterminer ses effets 

physiologiques sur le symbiote bactérien Frankia afin d’identifier de possibles fonctions 

biologique. La deuxième partie de ces travaux s’est focalisée sur la réponse moléculaire du 

symbiote face à AgLTP24. Plus largement, étant donné que le rôle des nsLTPs dans les 

symbioses fixatrices d’azote reste encore très peu décrit, l’identification de ces peptides chez 

des plantes nodulantes et non nodulantes a été menée en vue de déterminer leurs 

distributions et leurs histoire évolutive au sein des symbioses fixatrices d’azote.
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ABSTRACT 
 

The actinorhizal plants include 8 families of plants belonging to the orders of Fagales, 

Cucurbitales and Rosales gathering nearly 220 species. Among these families, the genus Alnus 

includes 30 species including the European species Alnus glutinosa (Black Alder) able to 

colonize nitrogen-poor biotopes thanks to its ability to establish symbioses with filamentous 

nitrogen-fixing actinobacteria of the genus Frankia. The recognition between the two partners 

initiates a symbiotic program at the root level leading to the formation of a new organ, the 

nodule, dedicated to trophic exchanges between the two partners. Within this nodule, the 

actinobacterium fixes atmospheric nitrogen through cells differentiated into vesicles and thus 

provides nitrogenous compounds to the plant which in exchange transfers carbon compounds 

derived from its photosynthetic activity. The recognition, entry and maintenance of the 

bacterium in the nodule require a fine coordination on the part of the two partners which 

governs through the establishment of a molecular dialogue. The molecular mechanisms 

involved are still poorly understood, as genetic engineering modifications of the Frankia 

bacterium have yet to be developed. Nevertheless, physiological and transcriptomic studies 

on pre-nodules and nodules have allowed to elucidate several mechanisms such as a symbiotic 

signalling pathway. Indeed, it is also described in legumes in association with rhizobia and in 

plants in association with mycorrhizal fungi.  

These transcriptomic data from A. glutinosa, obtained with microarrays targeting 13000 

transcribed genes of the plant (EST: Expressed sequence tag), allowed to identify that among 

genes overexpressed at the early stages of symbiosis, 80% encode secreted peptides. Among 

these peptides, some are qualified as antimicrobial peptides (AMPs) which are described in 

the literature as playing a role in the innate immunity towards plant to pathogenic 

microorganisms. However, AMPs have also been described as playing a crucial role during 

symbiosis. Indeed, it has already been shown that AMPs of the defensin family, produced by 

A. glutinosa control the symbiont in the nodule. Among these secreted defensins, AgDef5, 

targets the symbiont at the level of the nitrogen-fixing vesicles in the infected plant cells of 

the nodule and would improve trophic exchanges between the two partners. 
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In these transcriptomic data, genes encoding a second family of AMPs, the non-specific lipid 

transfer proteins (nsLTPs), are also overexpressed. These peptides have 4 disulfide bridges 

that lead to the formation of a hydrophobic cavity allowing lipids transfer. The biological role 

of nsLTPs is still poorly described although they are involved in several biological processes 

such as stress resistance, reproduction, pollen tube formation, seed germination, cuticle 

formation, plant defense against pathogen attacks, or symbiosis between legumes and 

rhizobia. One of these genes, agltp24, is the most overexpressed at the early stage following 

colonization by the symbiotic bacteria but also in the nodule, which suggests an important 

role of this AMP in the establishment and the maintenance of the symbiosis.  

The aim of this thesis work was to study the role the nsLTP, AgLTP24 in the symbiosis between 

A. glutinosa and the bacterium Frankia alni ACN14a. The first part aimed to localize AgLTP24 

in plant tissues at different stages of the symbiosis and to determine its physiological effects 

on the bacterial symbiont Frankia to identify possible biological functions. The second part of 

this work focused on the molecular response of the symbiont to AgLTP24. More broadly, since 

the role of nsLTPs in nitrogen-fixing symbioses is still poorly described, the identification of 

these peptides in nodulating and non-nodulating plants was conducted to determine their 

distribution and their evolutionary history in nitrogen-fixing symbioses.
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I. La fixation d’azote 

1. Origine des organismes fixateurs d’azote et de la nitrogénase 

L’azote, nécessaire à la formation des acides aminés, des protéines, de l’ADN et de l’ARN et 

de nombreux autres métabolites, est un élément chimique primordial pour la vie sur terre. 

Cet élément composant 78% de l’atmosphère est retrouvé majoritairement sous sa forme la 

plus stable, le diazote (N2), qui est une forme inorganique inerte (Zerkle et al. 2017). Malgré 

son abondance, peu d’organismes sont capables d’utiliser directement le diazote. En effet, 

pour la majorité des organismes, le diazote doit être fixé puis transformé pour produire par 

exemple du nitrate (NO3-) ou de l’ammonium (NH4+), qui sont assimilables (Navarro-González 

et al. 2001). La capacité de fixer l’azote atmosphérique est retrouvée uniquement chez 

quelques bactéries et archées (Raymond et al. 2004). Il existe deux types de bactéries 

diazotrophes, les libres et les symbiotiques en association avec des plantes. Ces bactéries sont 

capables de fixer l’azote atmosphérique grâce à un complexe enzymatique sensible à 

l’oxygène, appelé nitrogénase qui catalyse la réduction du diazote en ammonium. Cette 

réaction est très coûteuse en énergie car elle nécessite l’apport de 16 ATP (Hu et al. 2015). Il 

existe différentes nitrogénases variant selon leur cofacteur : le molybdène (Mo), le vanadium 

ou le fer codées respectivement par les gènes nif, vnf et anf (Hu et al. 2015). La forme la plus 

commune et la plus ancienne est la Mo-nitrogénase (Nif) qui est formée de deux 

métalloprotéines : la dinitrogénase et la dinitrogénase réductase (Figure 1) (Hu et al. 2015). 

La protéine fer (Fe) ou dinitrogénase réductase est un homodimère codé par le gène nifH. La 

protéine molybdène fer (MoFe) ou dinitrogénase est un hétérotétramère composé de deux 

sous unités  et de deux sous unités  codées respectivement par les gènes nifD et nifK. Cette 

protéine contient deux types de cluster, le cluster P qui se situe entre les sous unités  et , 

et un cluster FeMo-co, permettant la réduction du substrat, qui se situe dans chaque sous 

unité .  
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Figure 1 : Structure de la nitrogénase
(A) Structure du complexe enzymatique de la nitrogénase avec les compartiments protéique Fe et 
MoFe. Métalloprotéines : F, [4Fe4S] ; P, P cluster ; M, FeMo-co. (B) Structure des trois métalloprotéines
de la nitrogénase. Source : (Oldroyd et al. 2014).

Dans les premières périodes géologiques, à l’Archéen (4 à 2,5 milliards d’années), le diazote 

aurait été fixé en azote organique, par des processus abiotiques tels que la foudre, qui 

fournirait assez d’énergie pour rompre la triple liaison entre les deux atomes d’azote présents 

dans le diazote (Navarro-González et al. 2001). Cependant, l’azote organique serait devenu 

une ressource rare limitant leur expansion (Navarro-González et al. 2001, Stüeken et al. 2015). 

Cet appauvrissement aurait exercé une pression de sélection qui aurait conduit à l’émergence 

d’organismes capables de fixer l’azote atmosphérique en ammonium grâce à la nitrogénase

(Raymond et al. 2004). Lors de leur émergence, l’atmosphère aurait été majoritairement 

composée de CO2, ce qui suppose que ces premiers organismes étaient des anaérobies stricts 

(Navarro-González et al. 2001, Stüeken et al. 2015). Cette hypothèse est soutenue par le fait 

que la nitrogénase actuelle est fonctionnelle uniquement dans des conditions anaérobies. La 

date d’apparition de la nitrogénase est un sujet à controverse dans la communauté 

scientifique. En effet, certaines études datent son apparition au début du Paléoprotérozoïque, 

il y a 2,2 milliards d’années (Navarro-González et al. 2001), période marquée par la baisse du 

taux de CO2 dans l’atmosphère et par la hausse du taux d’O2 suite à l’émergence de la 

photosynthèse chez les microorganismes (Zerkle et al. 2017) (Figure 2). L’augmentation de 

l’oxygène atmosphérique aurait donc permis l’augmentation de la disponibilité du molybdène 

(Mo), insoluble dans des conditions anoxiques, d’être disponible dans les océans (Boyd et al. 
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2011b) et aurait ainsi menée à l’émergence de la nitrogénase dépendante du molybdène chez 

des organismes méthanogènes anoxiques. La capacité à fixer l’azote aurait ensuite été 

transmise aux bactéries par transfert horizontal de gènes (Boyd et al. 2011a). D’autres études 

datent son apparition au milieu de la période Archéenne, il y a 3,2 milliards d’années et 

soutiennent que l’azote fixé de façon abiotique, à cette période, n’était pas suffisant pour 

répondre aux besoins des premiers organismes (Figure 2). De ce fait, pour répondre à la 

demande croissante en azote, les organismes fixateurs d’azote auraient évolué à partir d’un 

ancêtre commun il y a 3,2 milliards d’années (Schoepp-Cothenet et al. 2012, Stüeken et al. 

2015). 

Figure 2 : Evolution de la Mo-nitrogénase selon deux scénarios

2. Symbioses fixatrices d’azote

Depuis 460 à 470 millions d’années (Martin et al. 2017) les plantes ont commencé à coloniser 

les continents et ont co-évolué avec divers microorganismes permettant le développement 

de nombreuses interactions plantes-bactéries. Une grande diversité de bactéries fixatrices 

d’azote sont présentes dans les sols et sont capables d’interagir avec les plantes au niveau de

la rhizosphère qui est le sol immédiatement au contact des racines sous influence de la plante 

(concept décrit pour la première fois par Hiltner en 1901). Parmi ces bactéries, certaines sont 

caractérisées de PGPR pour « plant growth-promoting rhizobacteria », jouant un rôle 

important en permettant la stimulation de la croissance de la plante et en la protection contre

certaines maladies (Franche et al. 2009). Deux types d’association ont été décrites entre les 

bactéries fixatrices d’azote et les plantes ; les diazotrophes libres ou endophytes et les 
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symbiotiques fixatrices d’azote qui forment une nodosité au sein des racines de la plante lors 

de l’interaction. Dans cette synthèse bibliographique nous allons nous concentrer sur les 

symbioses fixatrices d’azote. 

A. Less symbiosess fixatricess d’azotee 

"La symbiose est la cohabitation d'organismes différents" selon Bary (De Bary 1879), ce qui 

englobe les interactions étroites et souvent à long terme entre espèces différentes. Certaines 

de ces relations peuvent être mutualistes c’est-à-dire avantageuses pour les deux partenaires 

ou elles peuvent être de nature parasitique lorsque que l’un des partenaires exploite un ou 

plusieurs partenaire(s). De plus, certaines associations symbiotiques peuvent être des 

associations mutualistes et nuisibles de différents partenaires en même temps.

Les plantes sont capables d’établir différentes symbioses avec des microorganismes 

différents. Parmi les espèces végétales, 90% sont capables de s’associer avec des champignons 

mycorhiziens formant ainsi les symbioses mycorhiziennes, considérées comme les plus 

anciennes, qui seraient apparues il y a 443-470 millions d’années (Martin et al. 2017). Les 

symbioses fixatrices d’azotes quant à elles impliquent les bactéries diazotrophes du genre 

Frankia et les rhizobia. L’association entre les plantes et ces deux genres de diazotrophes

conduit à la formation d’un organe spécialisé au sein des racines, appelé nodosité (Figure 3). 

Figure 3 : Représentation schématique des symbioses fixatrices d’azote
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Cette nodosité héberge la bactérie de manière endophyte et offre un environnement propice 

aux échanges trophiques. En effet, le symbiote capable de fixer l’azote atmosphérique dans la 

nodosité transfère à la plante des composés azotés qui en échange lui fournit des 

photosynthétats (Berry et al. 2011). Les rhizobia s’associent avec des plantes légumineuses 

appartenant à l’ordre des Fabales et au genre Parasponia appartenant à l’ordre des Rosales. 

Les Frankia ont un spectre d’hôte plus large et s’associent avec des plantes appartenant aux 

ordres des Fagales, Cucurbitales et Rosales. Seules les espèces appartenant à ces 4 ordres de 

plantes, appelées plantes nodulantes, ont la capacité d’établir une symbiose via la formation 

d’une nodosité avec des symbiotes diazotrophes et font parties du « root nodule nitrogen 

fixing » clade (RNF clade). 

 

B. Histoire évolutive des symbioses fixatrices d’azote  

Parmi les plantes appartenant au clade RNF certaines sont dites nodulantes comme vu 

précédemment et d’autres sont dites non nodulantes car elles ne sont pas capables d’établir 

des symbioses fixatrices d’azote. L’histoire évolutive de ce clade RNF est depuis longtemps 

étudiée. Au sein de la communauté scientifique deux hypothèses ont été émises concernant 

l’histoire évolutive des symbioses fixatrices d’azote qui aurait mené à un clade contenant des 

plantes nodulantes et non nodulantes (Figure 4). La première, qui a longtemps été la plus 

soutenue, basée sur des études phylogénétiques, propose que la capacité des plantes à établir 

une symbiose aurait été acquise indépendamment par ces espèces de plantes et serait ainsi 

dû à une convergence de fonctions. L’ancêtre commun du clade RNF aurait acquis une 

prédisposition à établir une symbiose puis cette capacité aurait été acquise jusqu’à 16 fois de 

manière indépendante dans ces espèces végétales aboutissant à la distribution actuelle des 

plantes nodulantes  (Werner et al. 2014). L’acquisition d’une prédisposition à la nodulation 

aurait eu lieu grâce au recrutement de le voie de signalisation présente dans les symbioses 

mycorhiziennes (Martin et al. 2017).  

La deuxième hypothèse proposée concernant l’histoire évolutive des symbioses fixatrices 

d’azote semble actuellement être la plus soutenue. Dans ce scénario, l’acquisition de la 

capacité à établir une symbiose fixatrice d’azote aurait été acquise par un ancêtre commun 

au clade RNF. Cet évènement aurait été suivi d’une perte multiple et/ou des 
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pseudogénisations de gènes conduisant à une perte de cette capacité chez certaines espèces 

de clade RNF qui sont actuellement décrites comme non nodulantes. En effet, une étude 

récente a ravivé cette hypothèse en menant une étude phylogénétique avec des génomes 

d’espèces nodulantes et non nodulantes du RNF clade (Griesmann et al. 2018, Van Velzen et 

al. 2018). Grâce à cette étude, des signatures multiples d’évènements indépendants de perte 

de fonction de gène codant un régulateur clé de la symbiose, « Nodule Inception » (NIN), ont 

été identifiées dans des génomes d’espèces non nodulantes. Le scénario proposé par cette 

étude suggère qu’il y aurait eu au moins 8 pertes indépendantes de la symbiose dans le clade

RNF. Ainsi, des pertes multiples se sont produites dans les différentes lignées de plantes. 

Cependant, il n’est pas exclu que certains mécanismes impliqués dans les symbioses fixatrices 

d’azote, chez les plantes nodulantes, aient été acquis de manière indépendante. 

Figure 4 : Evolution des symbioses fixatrices d’azote selon deux scénarios
(A) Scénario basé sur une acquisition de la capacité à établir des symbioses par ancêtre commun suivi 
de pertes multiples au sein du clade. Les croix représentent les pertes de la capacité à établir des 
symbioses fixatrices d’azote. (B) Scénario basé sur l’acquisition d’une prédisposition à établir des 
symbioses par un ancêtre commun suivi de gains multiples, représentés par les losanges, à établir cette 
interaction au sein du clade. 
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II. Symbioses actinorhiziennes 

1. Plantes actinorhiziennes  

Parmi ces symbioses fixatrices d’azote, nous allons nous intéresser aux symbioses 

actinorhiziennes impliquant les plantes actinorhiziennes et les Frankia. Les plantes 

actinorhiziennes regroupent 25 genres distribués dans 8 familles de plantes (Tableau 1). Elles 

sont retrouvées sur tous les continents à l’exception de l’Antarctique (Schwintzer 2012), 

généralement dans les zones tempérées à l’exception des Casuarinaceae et des Myricaceae 

qui peuvent être retrouvés dans des zones tropicales (Schwintzer 2012). Certaines espèces 

d’Alnus et d’Elaeagnus ont également été retrouvées dans des zones tropicales mais sont 

localisées en altitude sous un climat tempéré (Schwencke et al. 2001). Les plantes 

actinorhiziennes sont considérées comme des plantes pionnières. En effet, grâce à leur 

association avec Frankia elles sont capables de coloniser des sols pauvres en azote. Ainsi, les 

sols s’enrichissent en azote et en matière organique permettant aux autres plantes de 

coloniser ces environnements (Schwencke et al. 2001). Certaines plantes actinorhiziennes 

sont capables de supporter des conditions environnementales extrêmes comme la salinité, la 

sècheresse ou encore les sols pollués par des métaux lourds (Ribeiro et al. 2011). Les espèces 

du genre Casuarina et Alnus sont les plus utilisées par l’homme pour la restauration de sols 

dédiés à l’agroforesterie, la stabilisation des dunes ou encore comme brise-vent 

(Dommergues 1997). 
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Tableau 1 : Ordre, familles, genres et nombre d’espèces de plantes actinorhiziennes 
Source : Adapté de (Normand et al. 2019) 

Ordre Famille Genre Espèces 

Fagales 

Betulaceae Alnus 35 
Casuarinaceae Allocasuarina  58 

 Gymnostoma 12 

 Casuarina 16 
Myricaceae Comptonia 1 

 Myrica 4 
 Morella 29 

Cucurbitales 
Coriariaceae Coriaria 11 
Datiscaceae Datisca 2 

Rosales 

Eleagnaceae Elaeagnus 19 
 Hippophaë 7 
 Shepherdia 2 

Rhamnaceae Ceanothus 57 
 Colletia 5 
 Discaria 6 
 Kentrothamnus 1 
 Trevoa 1 

Rosaceae Cercocarpus 3 
 Chamaebatia 1 

 Dryas 1 
  Purshia 2 

 

En plus de leur intérêt environnemental, les plantes actinorhiziennes peuvent avoir d’autres 

applications. En effet, les plantes du genre Alnus sont utilisées en médecine traditionnelle 

pour traiter diverses maladies, telles que le cancer, l’hépatite, les inflammations utérines, les 

rhumatismes, les maux de ventre (Sati et al. 2011). Parmi le genre Alnus, nous allons nous 

concentrer sur Alnus glutinosa qui est le modèle d’étude dans ce projet de thèse. Il s’avère 

que les extraits d’écorce d’A. glutinosa ont des effets antimicrobiens et antiparasitaires. En 

effet, ces extraits ont une activité antimicrobienne sur divers microorganismes testés 

comprenant des bactéries et des levures pathogènes de l’homme (Abedini et al. 2016). De 

plus, les triterpènes issus d’extraits d’écorce d’A. glutinosa ont des effets antiparasitaires en 

inhibant la croissance du protozoaire Toxoplasma gondii, un parasite responsable de la 

toxoplasmose (Darme et al. 2021, Darme et al. 2022). Les espèces d’aulne synthétisent de 

l’oregonine qui est un composé ayant des propriétés anti-oxydatives et anti-inflammatoires 

et inhibe l’adipogénèse. L’oregonine permet une réduction de l’accumulation des lipides, et 
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une réduction de l’inflammation et de la production de dérivés réactifs de l’oxygène (ROS) 

chez les macrophages humain (Lundqvist et al. 2015).  

 

2. Frankia 

A. Taxonomie 

Les bactéries du genre Frankia sont des actinobactéries à Gram positif, filamenteuses avec un 

génome riche en GC (>70%). Grâce à des approches génomiques et phylogénétiques, les 

Frankia ont été regroupés en quatre groupes ou clusters (Figure 5). Le cluster 1 regroupe les 

souches symbiotiques de l’aulne, des myricas et du filao. Le cluster 2 regroupe des souches 

symbiotiques associées aux Rosaceae, Cucurbitales et aux Ceanothus (Pozzi et al. 2018). Les 

souches du cluster 2 sont décrites comme endophytes non cultivables car aucune condition 

de culture n’a été fructueuse pour les isoler à l’exception de la souche BMG5.1 qui a été 

cultivée dans des conditions alcaline (Gtari et al. 2015). Etant donné que ces souches sont non 

cultivables, il a été suggéré qu’il s’agirait de symbiotes obligatoires (Ghodhbane-Gtari et al. 

2010, Persson et al. 2015). Dans le cluster 3 sont retrouvées des souches symbiotiques de 

Elaegnaceae, Rhamnaceae et de Gymnostoma (Normand et al. 2009). Le cluster 4 comprend 

des souches non symbiotiques qui ont été isolées à partir de nodosités de différentes plantes 

actinorhiziennes telles que Coriaria nepalensis, A. glutinosa ou encore Eleagnus umbellata 

(Carlos-Shanley et al. 2021). Toutes les souches appartenant à ce cluster ne sont pas capables 

de fixer l’azote atmosphériques et sont saprophytiques. Certaines de ces souches ne sont pas 

capables de réinfecter la plante hôte ou d’autres plantes actinorhiziennes (Fix-/Nod-). 

D’autres sont capables d’infecter l’hôte comme la souche de Frankia Eul1c mais induisent de 

petites nodosités non fonctionnelles (Fix-/Nod+). 
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Figure 5 : Arbre phylogénétique des bactéries du genre Frankia
Arbre phylogénétique des bactéries du genre Frankia réalisé avec une approche MLSA (Multi-Locus 
Sequence Analysis) déduit de la concaténation de cinq gènes de ménage (atpD, dnaA, ftsZ, pgk et 
rpoB). Les indications G1 à G9 correspondent aux espèces génomiques délimitées par la méthode AFLP, 
précédemment nommées par Bautista et al. (2011) (Bautista et al. 2011) Les clusters et les groupes 
d'infection de l'hôte sont indiqués comme précédemment (Normand et al. 1996). (*) Souches 
séquencées extraites de GenBank de NCBI. Source : (Pozzi et al. 2018)
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Ces souches de Frankia varient selon la taille de leurs génomes (Tableau 2). En effet, les 
souches appartenant au cluster 1 ont un génome de 4,9 (AgTrS) à 7,7 Mpb (Avcl1), les souches 
du cluster 2, de 5,3 (Dg1) à 7,6 Mpb (Cpl1T), les souches du cluster 3 de 6,6 (El5c) à 10,45 Mpb 
(R43) et celles du cluster 4 de 6,8 (DC12) à 11,2 Mpb (BMG5.36). 
 
Tableau 2 : Souches de Frankia séquencées 
Source : Adapté et complété à partir de (Bogusz et al. 2020) 

 

 

Cluster Souche Plante hôte Génome 
(Mpb) Reference  

1 Frankia torreyi ACN1ag Alnus glutinosa 7.5 Swanson et al., 2015a  
1 Candidatus Frankia nodulisporulans AgTrS Alnus glutinosa 4,9 Bethencourt et al, 2019 
1 Candidatus Frankia nodulisporulans AgUmASt1 Alnus glutinosa 4,3 Herrera-Belaroussi et al, 2020 
1 Candidatus Frankia nodulisporulans AgUmASH1 Alnus glutinosa 4,3 Herrera-Belaroussi et al, 2020 
1 Candidatus Frankia alpina AiOr Alnus incana 5,6 Bethencourt et al, 2019 
1 Candidatus Frankia alpina AvVan Alnus viridis 5 Bethencourt et al, 2019 
1 Frankia alni ACN14a Alnus viridis subsp. crispa 7.5  Normand et al., 2007b  
1 Frankia casuarinae Allo2 Allocasuarina verticillata 5.3  Oshone et al., 2016  
1 Frankia alni AvcI1 Alnus viridis subsp. crispa  7.7  Swanson et al., 2015b 
1 Frankia sp. BMG5.23  Casuarina glauca  5.3  Ghodhbane-Gtari et al., 2014  
1 Frankia casuarinae BR Casuarina equisetifolia  5.2  D’Angelo et al., 2016b 
1 Frankia casuarinae CcI3 Casuarina sp. 5.4  Normand et al., 2007b  
1 Frankia casuarinae CcI6 Casuarina cunninghamiana  5.6  Mansour et al., 2014  
1 Frankia casuarinae CeD Casuarina equisetifolia  5.0  Ngom et al., 2016 
1 Frankia casuarinae KB5 Casuarina equisetifolia  5.5  Pesce et al., 2017  
1 Frankia casuarinae Thr Casuarina cunninghamiana  5.3  Hurst et al., 2014  
1 Frankia sp. QA3 Alnus nitida 7.6  Sen et al., 2013 
2 Frankia sp. BMG5.30 Coriaria myrtifolia  5.8  Gueddou et al., 2018  
2 Frankia torreyi CpI1T Coriaria peregrina 7.6  Callaham et al., 1978  
2 Candidatus Frankia datiscae Dg1 Coriaria nepalensis  5.3 Persson et al., 2011 
2 Candidatus Frankia californiensis Dg2 Datisca glomerata 5.92  Van Nguyen et al., 2016  
3 Frankia discariae BCU110501 Discaria trinervis  7.9  Wall et al., 2013 
3 Frankia elaeagni BMG5.12 Soil 7.6  Nouioui et al., 2013  
3 Frankia sp. Cc1.17 Colletia cruciata 8.4 Swanson et al., 2017  
3 Frankia sp. Cci49 Casuarina cunninghamiana  9.76  Mansour et al., 2017  
3 Frankia sp. EAN1pec Eleagnus angustifolia  9.0  Normand et al., 2007b  
3 Frankia sp. EI5c Eleagnus angustifolia  6.6  D’Angelo et al., 2016a  
3 Frankia irregularis G2 Casuarina equisetifolia 9.5 Nouioui et al., 2016  
3 Frankia sp. R43 Casuarina cunninghamiana  10.45  Pujic et al., 2015 
4 Frankia sp. BMG5.36 Coriaria myrifolia  11.2  Gueddou et al., 2017 
4 Frankia saprophytica CN3 Coriaria nepalensis 10.0  Ghodhbane-Gtari et al., 2013  
4 Frankia sp. DC12 Datisca cannabina  6.8  Tisa et al., 2015 
4 Frankia inefficax EuI1c Elaeagnus umbellata 6.6 Nouioui et al. 2017a 
4 Frankia asymbiotica M16386 Morella californica 8.8 Nouioui et al 2017b 
4 Frankia sp. EUN1h Eleagnus umbellata 9.9  Gueddou et al., 2017  
4 Frankia sp. NRRL Morella californai 9.4 Gueddou et al., 2017 
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Un des facteurs qui pourrait expliquer cette différence de taille de génome peut être les 

différences de mode de vie de ces souches. En effet, au sein du cluster 1, la souche Frankia 

alni ACN14a possède un grand génome et est retrouvée dans les sols nus en tant que 

saprophyte alors que Frankia casuarinae Cci3 qui a un génome plus petit n’est retrouvé que 

dans les sols à proximité de la plante hôte ce qui suggèrerait que la propagation de la souche 

soit dépendante de la présence de l’hôte (Normand et al. 2007b).  

 

B. Sporulation in planta 

Les Frankia sont capables de différentier trois types de cellules : les hyphes, les diazovésicules 

(décrites partie II.4.1) et les sporanges multiloculaires produisant des spores non mobiles 

(Figure 6).  

  

Figure 6 : Observations microscopique de Frankia 
(A) Culture de Frankia alni ACN14a en condition de carence d’azote, v : diazovésicule, s : sporange. 
Source : P. Pujic. (B) Sporange de Frankia, microscopie électronique à balayage. Source : Y. Prin 
 
La sporulation est une stratégie microbienne adaptative de résistance dans des conditions de 

stress qui permet par ailleurs la colonisation de milieux plus favorables à la croissance 

bactérienne. Des sporanges produits par Frankia en grande quantité (108 spores par gramme 

de nodosité) ont été retrouvés dans les cellules végétales de nodosités racinaires (Cotin-

Galvan et al. 2016). Ces nodosités décrites pour la première fois en 1976 ont un phénotype 

spore-positif (Sp+) (Vandijk et al. 1976) (Figure 7). Les nodosités ne contenant pas de 

symbiotes sporulants in planta ont un phénotype spore-négatif (Sp-) (Figure 7). Sur 25 genres 

de plantes actinorhiziennes, le phénotype Sp+ a déjà été décrit chez 9 genres : Myrica, 
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Ceanothus, Eleagnus, Hippophae, Casuarina, Purshia, Comptonia, Dryas et Alnus (Schweitzer 

et al. 1990). Le phénotype Sp+ des nodosités est le plus fréquemment observé chez le genre 

Alnus, en particulier chez l’espèce Alnus incana spp. incana dont les nodosités sont

principalement Sp+ (cependant ce genre reste aussi le plus étudié pour la recherche des 

nodosités Sp+) (Schweitzer et al. 1990).

Une étude récente a montré que les souches de Frankia hébergées dans les nodosités Sp+ 

sont génétiquement divergentes des souches présentes dans les nodosités Sp- (Pozzi et al 

2015). Ce résultat n’exclut cependant pas l’implication de l’hôte dans le processus de 

sporulation in planta de Frankia. Cette étude a également révélé l’existence de deux lignées 

distinctes de souches Sp+, regroupant les souches selon leur plante hôte d’origine et 

représentant de nouvelles espèces potentielles au sein du genre Frankia. A ce jour, les souches 

Sp+ (sporulantes in planta) restent encore non cultivables malgré les nombreux essais 

d’isolement (Quispel et al. 1978, Normand et al. 1982). Toutes les souches de Frankia

disponibles en culture ont été isolées de nodosités Sp-. Ces souches ne sont pas capables de 

sporuler in planta mais ne sont pas moins capables de différencier des sporanges in vitro en 

milieu liquide.

Figure 7 : Sporulation in planta : nodosités d’Alnus glutinosa de phénotype Sp+ et Sp-
(A) Photo de coupe transversale de nodosité Sp+. (B) Photo de coupe transversale de nodosité Sp-. Les 
coupes transversales de nodosités ont été colorées au Schiff-Vert-de-Malachite, les hyphes (h) et des 
diazovésicules (d) de Frankia sont colorés en rouge, les sporanges (s) contenant des spores en bleu. 
W : paroi des cellules végétales. Source : (Pozzi et al. 2015)
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Les souches Sp+ présenteraient une plus grande capacité à infecter la plante hôte que les 

souches Sp- et seraient plus compétitives en conditions de co-inoculation avec d’autres 

souches de Frankia (Houwers et al. 1981, Kurdali et al. 1990, Cotin-Galvan et al. 2016). Ceci 

s’expliquerait par la production massive de spores, décrites comme étant des propagules plus 

inflectives que les hyphes de Frankia (Burleigh et al. 1990). Dans le sol, à la sénescence de la 

nodosité Sp+, ces spores seraient libérées au voisinage de la racine et seraient capables de 

réinfecter les poils racinaires (Cotin-Galvan et al. 2016). Les souches Sp+ auraient également 

un spectre d’hôte plus restreint que les souches Sp- (Cotin-Galvan et al. 2016, Schwob et al. 

2018). A notre connaissance, les souches Sp+ de Frankia sont un modèle unique de bactérie 

endophyte capable de dormance à l'intérieur des cellules de son hôte. L’ensemble des 

avancées réalisées sur ces souches (i.e. souches Sp+ phylogénétiquement divergentes des 

souches Sp-, plus infectives, plus compétitives, et très forte dépendance à la plante hôte 

traduite par un spectre d’hôte limité), ajoutées à la difficulté d’isoler et cultiver les souches 

Sp+, a conduit à émettre l’hypothèse selon laquelle les souches Sp+ auraient évolué vers un 

statut de symbiote obligatoire (Pozzi et al. 2015). 

 

C. Limitations du modèle Frankia 

Le modèle Frankia, bactérie filamenteuse à croissance lente (avec un temps de génération de 

14 à 16 heures (Schwencke 1991)), présente de nombreuses limitations. En effet, malgré de 

nombreuses tentatives de conservation avec diverses méthodes (congélation, lyophilisation), 

cette souche se conserve uniquement en croissance en culture liquide rendant son maintien 

difficile car instable au cours du temps.  

De plus, les modifications par génie génétique de Frankia étaient jusqu’à présent non 

maitrisées. De nombreux obstacles ont été rencontrés pour la modification de cette souche 

freinant l’avancée des connaissances sur les mécanismes moléculaires impliqués dans la 

symbiose actinorhizienne. L’utilisation de spores ou de protoplastes (issus d’hyphes) pour la 

transformation de Frankia n’ont jamais abouti dû à un faible taux de régénération des 

protoplastes ou un faible taux de germination des spores (Kucho et al. 2013). De plus, 

l’insertion de vecteur par électroporation a jusqu’à présent conduit à des transformations non 

stables. En effet, une réduction au cours du temps des cellules portant le gène de sélection 

apporté par le plasmide a été constatée (Kucho et al. 2009). Pour pallier ces difficultés, 
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différentes approches ont été utilisées pour caractériser certains gènes de Frankia. En effet, 

des mutations par des agents mutagènes ont été réalisées avec des composés chimiques (N-

methyl-N-nitrosoguanidine et methanesulfonate) et par UV (Myers et al. 2004, Kucho et al. 

2017) D’autres approches ont été mises au point pour la caractérisation fonctionnelle de gène 

de Frankia. En effet, des approches d’expression hétérologue de gène de Frankia chez la 

bactérie modèle, Escherichia coli ou chez une actinobactérie proche, Streptomyces albus ont 

été réalisées (Lurthy et al. 2018, Myronovskyi et al. 2018). La première étude a caractérisé 

fonctionnellement un gène annoté comme codant une nitrite réductase chez F. alni ACN14a 

par expression hétérologue chez E. coli (Lurthy et al. 2018). La nitrite réductase réduit le nitrite 

en composé assimilable par la bactérie. Cette protéine est essentielle à la survie de la bactérie 

face à de fortes concentrations de nitrite étant donné que ce composé est hautement réactif 

et toxique pour les microorganismes. Grâce à ce gain de gènes, une résistance d’E. coli face à 

ce composé toxique a été observée comparé à la souche sauvage. La deuxième étude s’est 

intéressée à des clusters de gènes de F. alni ACN14a et F. casuarinae Cci3 annotées comme 

codant des métabolites secondaires (Myronovskyi et al. 2018). Afin de caractériser ces 

métabolites secondaires, les clusters de gènes ont été exprimés par expression hétérologue 

chez S. albus. Le cluster de gène de F. alni ACN14a permet la production d’acide salicylique et 

de Fralnimycine et celui de F. casuarinae Cci3 permet la synthèse de Bhimamycine A et 

d’Aloesaponarine II. Récemment deux études ont réalisé des transformations stables de 

Frankia via l’insertion de vecteurs en utilisant des méthodes de conjugaison et électroporation 

(Gifford et al. 2019, Pesce et al. 2019). Bien que ces techniques de transformation de Frankia 

ouvrent de grandes perspectives il faudrait continuer le développement de ces approches 

avec la mise au point de perte et de gain de gène au niveau du génome de Frankia afin 

d’appréhender des études fonctionnelles. Ces deux études bien qu’étant prometteuses ont 

été publiées en 2019 et pour l’instant aucune autre étude n’a encore été publiée. De plus, ces 

méthodes semblent être difficilement reproductibles dans d’autres laboratoires (Kucho et al. 

2022). 
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3. Processus symbiotique : de la reconnaissance à l’initiation de la symbiose 

Le processus symbiotique nécessite une coordination fine de la part des deux partenaires qui 

est mise en place lors des premières étapes de reconnaissances, d’entrée du symbiote, de 

formation de la nodosité et son maintien. Dans cette partie, les différentes étapes nécessaires 

pour la mise en place de la symbiose seront décrites, de la reconnaissance des partenaires à 

l’entrée du symbiote dans les tissus végétaux.  

 

A. Flavonoides et facteur symbiotique 

Flavonoïdes 

Dans les premières étapes de la symbiose, l’hôte végétal et le symbiote établissent un dialogue 

moléculaire (Figure 8). En effet, la plante sécrète des métabolites secondaires appelés 

flavonoïdes ou isoflavonoïdes. Les flavonoïdes sont un groupe de métabolites secondaires 

dérivés de la voie des phénylpropanoides (Abdel-Lateif et al. 2012). Dans le cas des symbioses 

entre les rhizobia et les légumineuses, la plante sécrète des flavonoïdes dans la rhizosphère 

qui les attirent jusqu’à la racine. Les flavonoïdes vont également induire la synthèse de 

lipochitooligossacharides (LCOs) bactérien également appelés NOD facteur (Oldroyd 2013). 

Ces LCOs sont codés par des gènes nodABC situés sur des îlots de gènes symbiotiques ou sur 

des plasmides mobiles dans le génome des rhizobia. Les flavonoïdes produits par l’hôte vont 

interagir avec la protéine NodD qui va induire la transcription de ces gènes nod permettant la 

synthèse du facteur symbiotique (Hassan et al. 2012).  

Pour les symbioses actinorhiziennes, l’implication des flavonoïdes dans la symbiose n’est pas 

encore bien décrite. Il a été mis en évidence, pour quelques plantes actinorhiziennes, que les 

flavonoïdes produits lors des premières étapes de la symbiose favoriseraient la chemo-

attraction et la prolifération de Frankia (Vessey et al. 2005). Les flavonoïdes issus du fruit de 

Myrica gale induiraient des changements phénotypiques au niveau de la croissance et de 

l’activité de fixation d’azote de Frankia selon la compatibilité des souches. En effet, les souches 

compatibles ont une croissance et une fixation d’azote favorisées alors que pour les souches 

incompatibles, ces activités sont réprimées (Popovici et al. 2010). De plus, une autre étude a 

montré que les exsudats racinaires de Casuarina cunninghamiana contiennent des 

flavonoïdes qui modifient la physiologie et l’infectivité de F. casuarinae Cci3 (Beauchemin et 
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al. 2012). De plus, le pré-traitement de F. casuarinae Cci3 avec des exsudats racinaire de C. 

cunninghamiana permettrait d’induire plus tôt la nodulation comparé à la souche non traitée, 

ce qui suggère que ce traitement est bénéfique à l’infection et au processus de nodulation

(Beauchemin et al. 2012). Chez Casuarina glauca un gène codant une chalcone synthase 

impliquée dans les premières étapes de la synthèse des flavonoïdes a été inactivé par une

approche d’ARN interférence (Abdel-Lateif et al. 2013). L’inhibition de l’expression de ce gène

induit une réduction du taux de flavonoïdes produit par C. glauca et altère le taux de 

nodulation sans impacter la structure des nodosités suggérant ainsi un rôle des flavonoïdes

dans les premières étapes de la symbiose.

Figure 8 : Schéma des mécanismes moléculaire mis en place lors des premières étapes des symbioses 
fixatrices d’azote

Facteur symbiotique

Comme vu précédemment, les rhizobia produisent un facteur symbiotique. Dans le cas de 

Frankia, bien qu’il ait été montré que plusieurs souches produisent un facteur dans leur

surnageant capable d’induire la déformation des poils racinaires de leur plante hôte, ce signal 

est encore inconnu (Cérémonie et al. 1999, Cissoko et al. 2018). Ce facteur symbiotique aurait 

un poids moléculaire inférieur à 3kDa et serait, de manière similaire au facteur NOD, résistant 

à la chaleur mais aussi hydrophile et résistant à certaines chitinases testées contrairement au 
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facteur NOD. De plus, au niveau génétique, la majorité des souches de Frankia séquencées ne 

contiennent pas les gènes nodABC canoniques. Cependant, ces gènes ont été trouvés dans 

deux opérons dans les génomes des souches Candidatus Frankia datiscae Dg1 et Candidatus 

Frankia datiscae Dg2 apprenant au cluster 2 et dans le génome d’une souche appartenant au 

cluster 3 NRRL B-16219 (Persson et al. 2015, Nguyen et al. 2016, Ktari et al. 2017b). 

 

Effets des exsudats racinaires sur le protéome de Frankia 

Bien que l’implication des flavonoïdes dans les symbioses actinorhiziennes soit de plus en plus 

décrite, les potentielles cibles moléculaires chez Frankia ne sont pas encore connues. Une 

seule étude a testé l’effet de flavonoïdes extraits de fruits de M. gale sur le transcriptome de 

F. alni ACN14a et a noté un faible nombre de gènes différentiellement exprimés (22 gènes 

différentiellement exprimés dont 5 surexprimés, codant pour des protéines associées à la 

gestion de stress) (Popovici et al. 2010). Pour aller plus loin sur les mécanismes impliqués lors 

de la reconnaissance de l’hôte dans les premières étapes de la symbiose, la réponse de Frankia 

a été explorée par d’autres approches utilisant des exsudats racinaires. En effet, les réponses 

de souches de Frankia appartenant au cluster 2 (BMG5.1) (Ktari et al. 2017a) et au cluster 3 

(NRRL B-16219) (Gueddou et al. 2021) face à des exsudats racinaires de plantes compatibles 

et incompatibles ont été testées. Il s’avère que la dynamique du protéome de Frankia est plus 

fortement modulée lors d’un contact avec des exsudats de plantes compatibles. Concernant 

l’effet de ces exsudats de plantes compatibles, une troisième étude vient compléter les deux 

autres avec l’étude de la réponse moléculaire d’une souche appartenant au cluster 1, F. alni 

ACN14a (Pujic et al. 2019). Dans cette étude, le symbiote a été placé dans un boudin de dialyse 

au contact de sa plante hôte, A. glutinosa, afin de se rapprocher des conditions in natura où 

un dialogue moléculaire entre les deux partenaires est mis en place. En effet, la membrane de 

dialyse permet de piéger les Frankia tout en permettant l’échange de molécules entre les deux 

partenaires. En vue d’accéder à la réponse de F. alni ACN14a des analyses protéomique et 

transcriptomique ont été réalisées. Globalement, ces trois études montrent que Frankia au 

contact des exsudats racinaires change son métabolisme et produit des protéines impliquées 

dans le stress oxydatif. De plus, Frankia produit des enzymes permettant la dégradation de la 

paroi végétale pour son entrée dans les tissus végétaux. En effet, il a été montré que F. alni 

ACN14a dégradait à l’aide d’une cellulase les tissus de la plante et rigidifierait les extrémités 
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de ces hyphes grâce à une cellulose synthase afin d’entrer dans les cellules végétales. Dans 

ces trois études, un possible réarrangement des structures de surface a été proposé. Ce qui 

est en accord avec une étude précédente (Beauchemin et al. 2012) qui a montré que F. 

casuarinae Cci3 en contact avec des exsudats racinaires de son hôte avait des propriétés de 

surface bactérienne altérées conduisant à un recourbement des hyphes.  

 

B. Voie commune de la symbiose 

La reconnaissance des facteurs microbiens par les récepteurs membranaires végétaux vont 

induire chez la plante une voie commune aux symbioses, appelée voie SYM (Figure 8). La voie 

SYM implique un récepteur-like kinase SYMRK, des canaux ioniques localisés dans la 

membrane nucléaire, CASTOR et POLLUX, qui permettent l’induction d’une oscillation calcique 

au niveau du noyau de la cellule végétale (Hocher et al. 2011b, Oldroyd 2013). Cette signature 

calcique va être reconnue par une protéine kinase dépendante de la calmoduline et du 

calcium, appelée CCaMK, qui a pour rôle d’activer des facteurs de transcription pour la mise 

en place de la nodulation (Svistoonoff et al. 2013). La protéine CCaMK semble avoir un rôle 

primordial dans l’établissement de la symbiose puisque quand elle est mutée, la plante est 

incapable d’établir la symbiose avec le partenaire microbien (Svistoonoff et al. 2013). La voie 

SYM a été étudiée chez les légumineuses en association avec les rhizobia et chez les plantes 

en association avec les champignons mycorhiziens (Oldroyd 2013). Grâce à l’essor du 

séquençage la présence de ces gènes dans le génome des plantes actinorhiziennes a été 

étudiée chez Casuarina glauca (Hocher et al. 2011a), A. glutinosa (Hocher et al. 2011a), 

Datisca glomerata (Demina et al. 2013, Battenberg et al. 2018, Salgado et al. 2018), et 

Ceanothus thyrsiflorus (Battenberg et al. 2018, Salgado et al. 2018). Ces données ont permis 

d’identifier les gènes impliqués dans cette cascade de signalisation chez ces 4 plantes 

actinorhiziennes (Figure 9).  
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Figure 9 : Gènes impliqués dans l’initiation de la nodulation chez différentes plantes actinorhiziennes
Les orthologues sont représentés par des couleurs unies, les homologues ont des hachures colorées.
Gènes détectés chez (A) C. thyrsiflorus, (B) D. glomerata, (C) A. glutinosa selon (Hocher et al. 2011a); 
(D) C. glauca selon (Hocher et al. 2011a). Source : (Battenberg et al. 2018)

Les rhizobia, via la voie SYM, induisent des oscillations calciques au niveau du noyau des 

cellules végétales des plantes, Medicago truncatula, Pisum stivum, Phaseolus vulgaris et Lotus 

japonicus conduisant à l’établissement de la symbiose (Granqvist et al. 2015). Cette oscillation 

calcique est également retrouvée au niveau des différentes plantes appartenant au genre 

Alnus (Granqvist et al. 2015), Casuarina et à l’espèce Discaria trivervis (Svistoonoff et al. 2013)

lorsque les racines de ces plantes sont en contact avec les exsudats de Frankia. De plus, 

l’activation de la protéine CCaMK chez Casuarina et Discaria, en absence de la bactérie, 

déclenche la formation d’une nodosité (Svistoonoff et al. 2013). Cette oscillation calcique est 

donc indispensable pour la formation d’une nodosité lors des symbioses fixatrices d’azote. 

Cependant, les champignons mycorhiziens activent également la voie SYM, sans induire la 
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formation d’un organe spécialisé (Oldroyd 2013). Ceci peut être expliqué par le fait que les 

rhizobia et les Frankia auraient détourné le système de communication de la symbiose 

mycorhizienne qui est plus ancienne. Ainsi, chaque organisme induirait une signature calcique 

spécifique ce qui induirait une réponse physiologique différente chez la plante. En effet, pour 

les symbioses fixatrices d’azote, la protéine CCaMK, une fois le signal calcique reconnu, active

les gènes codant des facteurs de transcription NIN (nodule inception protein) qui régulent les 

gènes responsables de l’infection des racines par la bactérie puis de la formation de la 

nodosité (Hocher et al. 2011a, Chabaud et al. 2016, Barker et al. 2017). L’oscillation calcique 

induite par les champignons mycorhiziens, active des gènes différents des gènes nin, afin 

d’établir la symbiose mycorhizienne (Oldroyd 2013).

C. Modèlee d’infectionn 

Une fois la reconnaissance des deux partenaires établie, des mécanismes d’infection se 

mettent en place. Dans les symbioses actinorhiziennes, deux modes d’infection ont été 

décrits, l’infection intracellulaire ou intercellulaire (Berry et al. 1990, Froussart et al. 2016)

(Figure 10Figure 10). 

Figure 10 : Modèles d’infection chez les plantes actinorhiziennes
(A) Modèle d’infection intercellulaire, (B) Modèle d’infection intracellulaire. m : méristème (zone de 
division cellulaire), R : Rhizoderme, PC : Parenchyme Cortical, P : Péricycle, SV : Système vasculaire.
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L’infection intracellulaire (Figure 10-A) va être établie via la déformation de poils racinaires 

(Berry et al. 1990). La détection de la bactérie à proximité des racines déclenche un 

programme cellulaire conduisant à la déformation des poils racinaires et la mise en place d’un 

cordon d’infection chez la plante hôte. Le symbiote va alors se fixer au niveau des poils 

racinaires déformés puis le codon d’infection va guider la bactérie jusqu’à des cellules cibles 

situées dans le parenchyme cortical de la plante. Lors de son entrée dans les cellules végétales, 

le symbiote est entouré d’une membrane végétale appelée le symbiosome. La bactérie, une 

fois dans les cellules du parenchyme corticale de la plante, colonise les cellules végétales et 

conduit à la formation d’un prénodule. Parallèlement à la formation du prénodule, des cellules 

du péricycle vont former un primordium qui va être infecté par Frankia. Le développement du 

primordium aboutit à une nodosité fonctionnelle. Dans le modèle d’infection intercellulaire 

(Figure 10-B), les poils racinaires au contact du symbiote ne sont pas modifiés puisque le 

symbiote pénètre dans la racine via l’interface apoplasmique entre les cellules de l’épiderme. 

Le symbiote progresse ensuite entre les cellules végétales. Durant la colonisation du 

compartiment intercellulaire, la plante semblerait jouer un rôle actif. En effet, chez D. trinervis 

l’espace intercellulaire est élargi et semble subir des modifications au niveau de sa 

composition et sa structure (Fournier et al. 2018b). Cette modification serait médiée par la 

sécrétion de composés venant de réticulum endoplasmique qui s’accumule au niveau des 

jonctions cellulaires modifiées. Dans ce modèle d’infection intercellulaire, étant donné que les 

Frankia sont localisées au niveau intercellulaire, il n’y a pas de prénodule formé. Les cellules 

du péricycle vont former un primordium qui va être par la suite colonisé de manière 

intracellulaire par le symbiote. Les mécanismes d’infection intracellulaire sont retrouvés pour 

les plantes appartenant à l’ordre des Fagales et les mécanismes d’entrée intercellulaire sont 

retrouvés chez les plantes appartenant aux ordres des Cucurbitales et Rosales (Froussart et al. 

2016). Certaines souches de Frankia sont capables d’infecter à la fois l’aulne au niveau 

intercellulaire et Eleagnus au niveau intracellulaire ce qui suggère que le mode d’infection est 

dépendant de l’hôte et non du symbiote (Baker 1987).  

 

 



Introduction                                                                                                       Symbioses actinorhiziennes

43

4. Structure et fonctionnement de la nodosité

L’association entre les plantes actinorhiziennes et les Frankia conduit à la formation d’une 

nodosité au niveau des racines. Ces nodosités, correspondant à des racines latérales 

modifiées, sont de forme coralloïdes et sont composées de lobes multiples avec un système 

vasculaire centrale (Pawlowski et al. 2012). Les nodosités formées chez les plantes 

appartenant aux ordres des Fagales et Rosales comportent des cellules végétales infectées et 

non infectées au niveau du cortex. Concernant les plantes appartenant à l’ordre des 

Cucurbitales, les nodosités formées ont une organisation différente. En effet, les cellules 

infectées sont regroupées et forment un ensemble continu (Figure 11). 

Figure 11 : Schéma d’organisation des tissus infectés dans des nodosités de Cucurbitales, Fagales et 
Rosales 
Photo de nodosité : M. Gasser. Coupes de lobe de nodosités de D. glomerata (Cucurbitales) et d’A. 
glutinosa (Fagales) colorées avec du bleu de toluidine. Source : (Pawlowski et al. 2012).

A. Mécanismess dee protectionn dee laa nitrogénasee inn planta 

Une fois la nodosité formée, des échanges trophiques sont mis en place par les deux 

partenaires ; le symbiote fournit de l’azote à l’hôte qui en retour lui fournit des 

photosynthétats. Les bactéries du genre Frankia, à l’exception des souches appartenant au 

cluster 4, sont capables de fixer l’azote dans des conditions libres et dans des conditions 
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symbiotiques grâce à la nitrogénase. Bien que la nitrogénase soit irréversiblement inactivée

par l’O2, les Frankia sont capables de fixer l’azote atmosphérique dans des conditions aérobies 

grâce à des cellules différentiées en diazovésicules. Ces diazovésicules ont une paroi 

composée d’une multicouche de lipides riche en bacteriohopanetetrol et en

phenylacetatemonoester de bacterio-hopanetetrol. Ces lipides sont similaires aux stérols et

sont appelés lipides hopanoïdes (Berry 1991, Berry et al. 1993) (Figure 12). Cette paroi

permettrait de faire barrière à l’oxygène afin de protéger la nitrogénase présente dans les 

diazovésicules de Frankia (Berry et al. 1993). Cette hypothèse est soutenue par le fait que 

l’épaisseur de la paroi des diazovésicules varie selon la teneur en oxygène (Parsons et al. 

1987). En effet, à un faible taux d’O2, (4kPa) les parois des diazovésicules de F. casuarinae Cci3

sont constituées de 17 couches de lipides alors qu’à un taux plus élevé d’O2 (40kPa), cette 

paroi est constituée de 40 multicouches. De plus, il a été montré que les diazovésicules de F. 

alni ACN14a dans les cellules végétales d’A. glutinosa auraient un diamètre plus grand in 

planta (5 m) en comparaison aux mêmes cellules observées en culture in vitro (3 m) (Carro 

et al. 2016a). L’épaississement des parois des diazovésicules est induite par les conditions in 

planta, cependant il est aussi possible que l’hôte y participe activement afin d’augmenter 

l’efficacité de fixation d’azote de son symbiote. 

Figure 12 : Diazovésicules de Frankia et hopanoïdes
(A) Culture de Frankia alni ACN14a en carence d’azote, v : diazovésicule. Source : P. Pujic. (B) Photo de 
diazovésicule de Frankia Cpl1 par microscopie électronique à transmission (MET), échelle : 0.5 m. 
Source : (Harriott et al. 1991). (C) Photo de MET d’une paroi de diazovésicule de Frankia Cpl1 composée 
d’une multicouche (48 couches) riche en lipides hopanoïdes, échelle : 50 nm. Source (Berry et al. 1993). 

Dans la symbiose impliquant C. glauca et F. casuarinae Cci3, la gestion de l’O2 est 

majoritairement prise en charge par l’hôte contrairement aux autres modèles de symbiose 
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actinorhizienne. Le symbiote bactérien F. casuarinae Cci3 capable de différentier des 

diazovésicules in vitro n’en différentie pas dans la nodosité (Berg et al. 1987). Cela suggère 

que le taux d’O2 est très faible dans les cellules végétales. En effet, la plante rigidifie les parois 

des cellules végétales infectées de lignine qui permet de créer des conditions de 

microaérophile optimales pour la respiration et la fixation d’azote du symbiote (Berg et al. 

1988, Zeng et al. 1989). De plus, des hémoglobines permettant de piéger et transporter l’O2 

sont produites par les deux partenaires afin de gérer les flux  (Jacobsen-Lyon et al. 1995, 

Niemann et al. 2008).  

 

B. Nodosité et métabolisme de l’azote 

Dans la nodosité, la bactérie transforme le diazote (N2) en ammonium qui va être transféré à 

la plante sous forme d’acides aminés ou d’amides via le xylème. L’ammonium (NH4) est un 

composé toxique qui peut interférer avec l’homéostasie du pH. Ce composé dans la nodosité 

est donc pris en charge par la voie GS/GOGAT (Glutamine Synthétase, Glutamine Oxoglutarate 

aminotransferase) qui permet la conversion de l’ammonium en glutamine (Gln) et glutamate 

(Glu) qui vont par le suite être convertis en d’autres composés azotés assimilables (Lurthy et 

al. 2018). La gestion de l’azote semble être différente selon les espèces de plantes 

actinorhiziennes (Berry et al. 2011, Hay et al. 2020) (Figure 13).  
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Figure 13 : Modèle simplifié permettant d’expliquer la gestion de l’azote chez D. glomerata et A. 
glutinosa
Gestion de l’azote de la fixation d’azote dans les diazovésicules de Frankia au transport vers le système 
vasculaire de la plante. (A) gestion de l’azote dans les nodosités de D. glomerata, selon (Berry et al. 
2011). (B) Gestion de l’azote dans les nodosités d’A. glutinosa selon (Hay et al. 2020). H : Hyphes de
Frankia, D : Diazovésicules de Frankia

En effet, dans la nodosité d’A. glutinosa (Figure 13-B), l’assimilation de l’ammonium serait

prise en charge par la plante via le cycle GS/GOGAT et probablement dans le cytoplasme de la 

cellule végétale infectée (Hay et al. 2020). Ce cycle est réprimé partiellement chez le symbiote 

in planta puisque seule la glutamine synthétase (GS) est activée chez Frankia suggérant que la 

glutamine pourrait également être transportée vers les cellules végétales mais de manière 

moindre que l’ammonium (non indiqué sur le modèle ci-dessus). La citrulline, formée via la 

voie de l’urée est transportée dans le xylème en plus du glutamate (Hay et al. 2020). Dans le 

cas de D. glomerata (Figure 13-A), la gestion de l’ammonium est différente puisqu’elle est en 

partie prise en charge par l’endosymbiote. En effet, dans cette symbiose la voie GS/GOGAT

est activée chez Frankia alors que chez l’hôte, ce cycle n’est pas exprimé dans les cellules 
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infectées de la nodosité mais est exprimé dans les cellules non infectées. De plus, la voie de 

l’arginine (Arg) est exprimée chez le symbiote ce qui suggère que l’export des composés azotés 

vers la plante serait réalisé via un transfert d’arginine (Berry et al. 2011). La GS de l’hôte est 

induite dans les cellules végétales non infectées de la nodosité ce qui suggère que les acides 

aminés fournis par le symbiote sont réassimilés dans ces cellules végétales. Cette ré-

assimilation serait prise en charge par le cycle arginine-ornithine-urée puis par la voie 

GS/GOGAT de la plante afin de produire de la glutamine et du glutamate qui vont ensuite être 

transportés vers les parties aériennes via le xylème.  

 

III. Peptides antimicrobiens et symbioses fixatrices d’azote 

Lors des symbioses fixatrices d’azote, l’hôte produit des peptides antimicrobiens (AMPs) ayant 

des rôles clés dans les étapes précoces de la symbiose et lors de la nodulation. Cependant, ces 

peptides sont principalement décrits dans à la réponse immunitaire innée de organismes pour 

lutter contre des attaques de pathogènes. Leur production par la plante hôte dans un contexte 

d’interactions bénéfiques interroge sur leurs rôles biologiques dans ces interactions. Dans la 

suite de cette section, nous allons commencer par décrire les peptides antimicrobiens, en 

particulier ceux présents chez les plantes, avant de discuter de leur rôle potentiel dans les 

interactions symbiotiques.  

 

1. Les peptides antimicrobiens 

Les organismes sont en constante interaction avec divers microorganismes qui peuvent être 

pour certaines délétères. Pour faire face à ces attaques et survivre, les organismes ont 

développés au cours de l’évolution de nombreux mécanismes de défense. Parmi ces 

mécanismes on retrouve de petites protéines de moins de 100 acides aminés, appelés 

peptides antimicrobiens (AMPs), présents chez tous les êtres vivants, ce qui reflète leur origine 

ancienne (Zasloff 2002). Ces AMPs, impliqués dans l’immunité innée, ont un large spectre de 

propriétés antimicrobiennes contre divers organismes tels que les bactéries, les champignons, 

les virus, les protozoaires et des activités anticancéreuses (Huan et al. 2020). Ces peptides 

peuvent être anioniques ou cationiques bien que la majorité soit chargée positivement avec 
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une charge nette moyenne de +2 à +9 (Pushpanathan et al. 2013). Côté hydrophobicité, les 

AMPs sont généralement amphipathiques avec à la fois des domaines hydrophiles et 

hydrophobes.  

Grâce à ces propriétés, les AMPs interagissent avec les membranes, notamment les peptides 

cationiques qui s’accumulent sur les membranes bactériennes chargées négativement 

conduisant à une perméabilisation de la membrane et la lyse de la bactérie (Figure 14). Les 

AMPs peuvent également avoir des cibles intracellulaires permettant d’interagir ou d’inhiber 

les machineries cellulaires essentielles de l’organisme (Figure 14). Au contact de la bactérie, 

les peptides sont transportés à l’intérieur des cellules via des transporteurs spécifiques ou par 

auto-transport. Dans la cellule, les AMPs peuvent agir sur la synthèse protéique, cibler l’ADN 

pour inhiber la transcription ou la réplication, inhiber la biosynthèse de membranes ou encore 

perturber des activités enzymatiques vitales (Scocchi et al. 2016). Certains peptides vont 

inhiber la traduction des protéines en inhibant l’incorporation d’acides aminés et en se liant 

aux sous unités ribosomiques. Certains AMPs provoquent la dégradation d’acide nucléique ou 

encore l’inhibition de leur synthèse. D’autres encore vont perturber le processus de 

cytokinèse et induire la formation de cellules incapables de se diviser en interagissant 

directement avec la machinerie de division ou de régulation du cycle.  

 

Figure 14 : Représentation schématique des cibles des AMPs 
Sources : (Scocchi et al. 2016) 
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2. Les peptides antimicrobiens de plante 

Les AMPs de plante ont une grande variabilité au niveau de leurs séquences nucléotidiques 

conférant une grande diversité structurale qui amène à avoir de nombreuses cibles cellulaires 

(Santos-Silva et al. 2020). Ils font partie de la réponse immunitaire innée et ont été retrouvés 

dans tous les tissus végétaux. Dans le but d’optimiser ses défenses, la plante synthétise des 

AMPs de manière constitutive ou de manière spécifique en réponse à différents stimuli 

(Campos et al. 2018). Les AMPs de plantes sont majoritairement sécrétés. En effet, ils 

comportent une séquence signal qui permet de les transférer dans le réticulum 

endoplasmique où ils vont pouvoir prendre leur conformation tertiaire puis être adressés à 

des compartiments cellulaires cibles. Ces AMPs sont généralement classés selon leurs 

similarités de séquence mais aussi selon un motif en cystéines caractéristique de chaque 

famille (Figure 15). Les cystéines du motif forment des ponts disulfures permettant le 

repliement tertiaire du peptide. Les principales familles d’AMPs de plante sont : les thionines, 

les défensines, les heveines, les « non-specific lipid transfer protein » (nsLTPs), les snakines et 

les cyclotides. Pour la suite de cette introduction, nous allons nous concentrer sur deux de ces 

familles d’AMPs à savoir les défensines et les nsLTPs. 

 

Cyclotide C-Xn-C-Xn-C-Xn-CXC-Xn-C 
Défensine C-Xn-C-Xn-C-Xn-C-Xn-C-Xn-CXC-Xn-C  
Heveine C-Xn-C-Xn-CC-Xn-C-Xn-C 
nsLTPs C-Xn-C-Xn-CC-Xn-CXC-Xn-C-Xn-C 
Snakine C-Xn-C-Xn-C-Xn-C-Xn-C-Xn-CC-Xn-CXC-Xn-CXC-Xn-C 
Thionine CC-Xn-C-Xn-C-Xn-C-Xn-C 

 

Figure 15 : Motifs conservés caractéristiques des différentes classes d’AMPs de plante 
X : acides aminés. n : nombre variable d’acides aminés, C : cystéine 
 

A. Les Défensines 

Les défensines sont sécrétées dans tous les tissus végétaux et majoritairement dans les 

graines. Leurs séquences protéiques comportent un motif conservé de 8 cystéines (Figure 156) 

permettant la formation de 4 ponts disulfures.  
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Figure 16 : Structure 3D de la défensine NaD1 de Nicotiana alata
Les hélices alpha sont représentées en jaune, les feuillets beta en violet et les ponts disulfures en rouge
PDB ID : 1MR4, (Lay et al. 2003).

Cette conformation tertiaire confère aux défensines une stabilité face aux protéases, aux pH 

extrêmes et à la température (Parisi et al. 2019). La plupart des défensines sont décrites 

comme impliquées dans la réponse immunitaire innée de l’hôte mais sont aussi nécessaires

pour assurer d’autres fonctions biologiques telles que l’inhibition de la synthèse protéique, la 

résistance à des métaux lourds, le développement ou encore la reproduction de la plante ainsi 

que l’inhibition de canaux ioniques (Na+, Ca2+, K+) des plantes (Parisi et al. 2019).

B. Less «« non-specificc lipidd transferr proteinss »» 

Les nsLTPs sont les peptides les plus grands au sein des AMPs avec plus de 100 acides aminés. 

Le peptide mature a une conformation tertiaire composé de 4 ponts disulfures formés grâce 

à un motif conservé de 8 cystéines (8CM) (Figure 15). Ces ponts disulfures stabilisent 4 hélices 

alpha et permettent la formation d’une cavité hydrophobe en forme de tunnel permettant la 

liaison et le transport de molécules hydrophobes comme les lipides (Kader 1996) (Figure 17). 
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Figure 17 : Structure 3D de la nsLTP de blé, TaLTP1.1
Les hélices alpha sont représentées en jaune et les ponts disulfures en rouge. PDB ID : 1GH1, (Gincel 
et al. 1994).

La conformation des nsLTPs confère une résistance à la chaleur, aux agents dénaturants et 

aux protéases (Lindorff-Larsen et al. 2001). Ces peptides ont été initialement classés en deux 

groupes : LTP1 et LTP2, en fonction de leur poids moléculaire (respectivement 9 kDa et 7 kDa)

et du motif des liaisons disulfures (Kader 1996). Depuis, la classification de cette famille de 

protéine a évolué grâce au développement des méthodes de classifications. En effet, Boutrot 

regroupe les nsLTPs en 9 types (I, II, III, IV, V, VI, VII, VIII et IX) en se basant sur une analyse 

phylogénétique et sur l’espacement en nombre d’acides aminés entre les cystéines du motif 

caractéristique (Boutrot et al. 2008), espacement qui va influencer la dimension de la cavité. 

Une autre classification proposée par Edstam regroupe les nsLTPs en 10 types (1, 2, C, D, E, F, 

G, H, J et K) selon l'espacement des cystéines, la présence et la position d’introns dans la 

séquence codante ou encore la présence de glycosylphosphatidylinositol (GPI) qui est une 

modifications post-traductionnelle permettant l’ancrage du peptide dans les membranes

(Edstam et al. 2011). Les nsLTPs sont largement distribuées dans les tissus végétaux tels que 

les graines, les feuilles, les tiges, les racines, les fleurs et les fruits et sont retrouvées chez 

toutes les plantes terrestres à l’exception des algues. Ainsi, les nsLTPs auraient évolué avec

l’apparition des plantes terrestres (Edstam et al. 2011). Cependant, une nsLTP a été identifiée

récemment chez une algues verte, Chlamydomonas reinhardtii, ce qui suggère que cette 

famille a une origine encore plus ancienne (Fonseca-García et al. 2021). Les nsLTPs impliquées

dans l’immunité innée de la plante sont classées en tant que « pathogenesis-related protein » 
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(PR-14). Les nsLTPs participent à la résistance aux stress biotiques et abiotiques. En effet, il a 

été montré que l’expression de ces nsLTPs étaient induites lors de stress environnementaux 

tels que la sècheresse, des stress salins, le contact avec des microorganismes pathogènes 

(Edqvist et al. 2018). Ces peptides décrits comme capables de lier et de transférer des lipides 

in vitro sont impliqués dans divers processus biologiques de la plante comme la formation de 

cutine, le développement et la germination des graines, le développement des membranes, 

la signalisation et la nodulation (Edqvist et al. 2018). Les AMPs de plantes sont impliqués dans 

d’autres fonctions biologiques telles que les symbioses fixatrices d’azote. Leurs rôles seront 

décrits dans les paragraphes suivants. 

 

3. Rôles des peptides antimicrobiens dans les symbioses fixatrices d’azote 

A. Peptides antimicrobiens et légumineuses 

Rôle des « Nodule Cystein Rich peptide »  

Dans les symbioses fixatrices d’azote impliquant les légumineuses, certaines espèces de 

plantes sont capables d’induire une différentiation terminale des rhizobia dans la nodosité 

afin d’augmenter l’efficacité symbiotique. Cette différentiation terminale conduit à la 

formation de bactéroïdes polyploïdes aux membranes perméabilisées incapables de se diviser 

mais avec une réplication de l’ADN active. Les rhizobia différentiés en bactéroïdes dans les 

nodosités sont retrouvés chez des plantes appartenant au clade des IRLC (Inverted Repeat 

Lacking Clade) et chez certaines plantes du clade des Dalbergioides comprenant des plantes 

du genre Aeschynomene (Czernic et al. 2015). Cette différentiation est coordonnée par des 

petites protéines sécrétées par l’hôte et riches en cystéines appelées NCRs (Nodule Cysteine 

Rich peptides) ou NCR-like chez les Dalbergioides. Les NCRs et NCRs-like sont des peptides 

ayant des caractéristiques proches des AMPs. En effet, ce sont des peptides sécrétés avec une 

séquence mature de 30 à 50 acides aminés qui contient un motif en cystéine caractéristique 

proche du motif spécifique des défensines et de celui des neurotoxines (Figure 18). Ce motif 

peut être composé de de 4 à 6 cystéines pour les NCR et de 6 à 9 cystéines pour les NCRs-like. 

Cette différence d’appellation vient du fait que les NCRs ont initialement été décrits chez les 

plantes appartenant au clade des IRLC mais il s’avère que les peptides NCR-like identifiés chez 

les plantes appartenant aux Dalberigioides diffèrent au niveau de leur structure comparée aux 
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NCRs  (Alunni et al. 2016) (Figure 18). En plus d’induire la formation de bactéroïdes, les NCRs 

sont impliqués dans la sélection de symbiotes compatibles. En effet, M. truncatula sécrète 

deux NCRs (NFS1 et NFS2) qui permettent l’élimination de rhizobia incompatibles avec l’hôte 

lors de la nodulation (Wang et al. 2017, Yang et al. 2017). 

 

NCR-IRLC SP-Xn-C-X5-C-Xn -C-X4 -C-Xn  
NCR-IRLC SP-Xn-C-X5-C-Xn--C-Xn -C-X4-C-X1-C-Xn 
NCR-Dalbergioides SP-Xn-C-X6-C-X3-C-X11-C-X4-C-X1-C-Xn 
NCR-Dalbergioides SP-Xn-C-X8-C-Xn-C-X3 -C-Xn-C-X4-C-X1-C-X1-C-X3-C-Xn 
Défensines SP-Xn-C-Xn-C-Xn-C-Xn -C-Xn-C-Xn-C-X1-C-Xn-C-Xn  
Neurotoxine SP-Xn-C-Xn-C-X3-C-Xn-C-X4-C-X1-C-Xn 
  

Figure 18 : Motifs caractéristiques des NCRs  
Comparaison du motif en cystéines (C) des NCRs de légumineuses avec les motifs des défensines et 
des neurotoxines. SP : Peptide signal. Xn : nombre d’acides aminés, SP : peptide signal. Figure réalisée 
à partir de (Mergaert et al. 2003) et (Haag et al. 2020) 

 

Ces peptides ont été identifiés pour la première fois chez M. truncatula qui compte 

maintenant plus de 600 gènes codants des NCRs (Mergaert et al. 2003, Montiel et al. 2017). 

Ces gènes sont uniquement exprimés dans des conditions symbiotiques dans le nodosité 

(Guefrachi et al. 2014). Ainsi, les NCRs, bien qu’étant classés en tant qu’AMPs ne font pas 

partie de la réponse immunitaire innée de la plante mais sont spécifiques à la symbiose 

(Guefrachi et al. 2014). Selon les espèces de plantes appartenant au clade des IRCL, le nombre 

de gènes codant des NCRs varie de 7 à 700 (Montiel et al. 2017). 

Au niveau de leurs caractéristiques, même si la plupart sont cationiques, les peptides peuvent 

être également, anioniques ou neutres. Le repliement tertiaire de ces peptides semble être 

important pour le structure et la fonctionnalité du peptide puisque le remplacement d’une 

seule cystéine du peptide NCR169 conduit à son inactivation (Horváth et al. 2015). Cependant, 

la conformation des NCRs au sein de la nodosité reste encore à déterminer étant donné que 

des thioredoxines sont également adressées vers le cytosol des bactéroïdes. Ces protéines 

catalysent la réduction des ponts disulfures. Ainsi les thioredoxines pourraient permettent de 

contrôler l’activité des NCRs en influant sur leur état d’oxydoréduction (Mergaert 2018). 

Au niveau de leurs modes d’action, les NCRs sont des peptides très diversifiés dont les 

fonctions sont encore peu connues. Les NCRs généralement cationiques compromettent 
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l’intégrité des membranes et peuvent de surcroît avoir des cibles intracellulaires telles que les 

ribosomes, la protéine FtsZ impliquée dans la division cellulaire ou encore la chaperonne 

GroEL impliquée dans la gestion du stress (Farkas et al. 2014). En plus d’être proches des 

défensines, certains de ces NCRs possèdent in vitro des activités antimicrobiennes contre des 

rhizobia symbiotiques mais aussi contre d’autres bactéries et champignons (Lima et al. 2020).  

D’un point de vue évolutif, les gènes codant ces NCRs auraient évolué à partir de gènes codant 

des défensines par duplication de gène avec une évolution et une diversification très rapides 

(Czernic et al. 2015). En effet, les gènes codants les NCRs sont organisés chez M. truncatula en 

plusieurs clusters de gènes répartis dans tout le génome au voisinage de gènes codant des 

éléments transposables. Cette répartition serait due à une évolution très rapide de ces gènes 

et à de nombreux évènements de duplication dans le génome. Bien que ces NCRs présentent 

une activité antimicrobienne contre le symbiote et que les gènes qui les codent soient 

présents en grand nombre dans le génome de certaines légumineuses ce qui ferait penser à 

une redondance de fonctions, la perte d’un gène codant un NCR provoque une sénescence 

rapide des bactéroïdes (Horvath et al., 2015 ; Kim et al., 2015). Chez les légumineuses, la 

capacité d’induire une différentiation du symbiote en bactéroïdes aurait été acquise au cours 

de l’évolution au moins 5 fois de manière indépendante (Oono et al. 2010). De plus, les NCRs 

participant à ces différentiations cellulaires présentent une grande diversité au niveau de leur 

composition et de leur complexité selon les espèces de plantes. Cette diversité est corrélée au 

morphotype de l’endosymbiote (Montiel et al. 2017). En effet, la forme des bactéroïdes varie 

en fonction de la plante hôte ; ils peuvent être gonflés, allongés ou encore sphériques. Par 

ailleurs, les NCRs-like retrouvés chez les plantes appartenant au clade Dalbergioides des 

légumineuses auraient évolué indépendamment des NCRs retrouvés chez les plantes 

appartenant au clade IRLC (Czernic et al., 2015). Ainsi, les NCRs chez les légumineuses auraient 

évolué de manière indépendante ce qui est en accord avec une évolution convergente de la 

capacité à induire une différentiation du symbiote chez les légumineuses.  

 

Réponse du symbiote face aux NCRs 

Les rhizobia confrontés à ces peptides durant la nodulation ont développé des mécanismes 

de résistances en co-évoluant avec leurs plantes hôtes. En effet, Sinorhizobium meliloti est un 

symbiote capable de résister à l’activité antimicrobienne des NCRs grâce au transporteur BacA 
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qui est un transporteur ABC (ATP Binding Cassette) orthologue du transporteur BclA retrouvé 

chez Bradyrhizobium spp. (Haag et al. 2011, Barrière et al. 2017) et qui est essentiel à la survie 

du symbiote dans la nodosité (Haag et al. 2013). Le transporteur BacA permet d’importer le 

peptide afin de le détourner de sa cible principale qui est la membrane bactérienne. Les 

symbiotes ne possédant pas ce transporteur sont sensibles aux NCRs et subissent une lyse 

dans la nodosité. Un autre mécanisme de résistance implique les exopolysaccharides (EPS) 

chez S. meliloti en piégeant les NCRs réduisant ainsi leur concentration donc leur toxicité 

(Montiel et al. 2017, Arnold et al. 2018). Les mécanismes de résistance aux NCRs chez les 

rhizobia endosymbiotiques ont été développés pour assurer leur survie dans la nodosité mais 

sont également décrits chez des souches de rhizobia capable de coloniser les tissus végétaux 

sans apporter d’azote à la plante. En effet, certains rhizobia dites « bactéries tricheuses » 

produisent des métallopeptidases Hrrp qui dégradent les NCRs (Price et al. 2015). En les 

dégradant, elles échappent à la différentiation en bactéroïdes dans les nodosités et peuvent 

proliférer dans les cellules végétales sans fixer l’azote. 

 

Rôle des nsLTPs  

Une autre famille d’AMP est sécrétée par les plantes nodulantes lors de l’interaction 

symbiotique. En effet, lorsque M. truncatula est en symbiose avec S. meliloti, un gène codant 

une nsLTP appelée MtN5 est surexprimé dans les étapes précoces de la nodulation ainsi que 

dans la nodosité (Pii et al. 2009, Pii et al. 2012). À la suite de la mutagenèse de ce gène chez 

M. truncatula, les premières étapes d’infection sont affectées. En effet, la mutation du gène 

codant MtN5 induit une augmentation du nombre de poils racinaires déformés et une 

réduction du nombre de prénodule. Par ailleurs, la surexpression de ce gène augmente le 

nombre de nodosités (Pii et al. 2009, Pii et al. 2012). Ainsi, MtN5 pourrait être impliqué dans 

le contrôle du symbiote dans les premières étapes d’infection en limitant l’invasion de la 

racine et en favorisant l’infection dans le cortex  (Pii et al. 2013). Ainsi, MtN5 n’est pas 

indispensable pour l’initiation de la nodosité mais semble jouer un rôle dans l’invasion de la 

plante par le symbiote.  

Chez M. truncatula, deux autres gènes codants des nsLTPs sont exprimés dans la nodosité, 

mtltp3 et mtltp7. L’expression de ces deux gènes a été étudiée au niveau de la racine à 

différentes étapes de la symbiose. Il s’avère que ces gènes ont une même dynamique 
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d’expression en s’exprimant dans les premières étapes de contact avec le symbiote, et dans 

la nodosité (Santi et al. 2020). La réduction de l’expression de mtltp7 (par la méthode d’ARN 

interférant) chez cette plante induit une diminution de production de nodosités de 60% par 

rapport aux plantes contrôles (Santi et al. 2020). Ainsi MtLTP7 semble être nécessaire à la 

nodulation avec un possible rôle dans la régulation de l’invasion des tissus végétaux par le 

symbiote.  

Les nsLTPs ont été étudiées chez une autre légumineuse, Astragalus sinicus (Chinese milk 

vetch) (Lei et al. 2014). En effet, un gène codant une nsLTP, ase246 est exprimé 

spécifiquement dans les premières étapes de la symbiose ainsi que dans la nodosité. Cette 

nsLTP a été localisée dans les tissus végétaux grâce à une approche d’immunohistochimie et 

par microscopie électronique. Ces analyses ont permis de localiser AsE246 dans les premières 

étapes de la symbiose au niveau du cordon d’infection formé dans les poils racinaires 

déformés (Figure 19).  

 

 
Figure 19 : Localisation AsE246 dans les tissus végétaux lors de la nodulation 
Immunolocalisation d’AsE246 dans les racines infectées de A. sinicus par Mesorhizobium huakuii 
7653R. Les rhizobia sont marqués en vert avec de la GFP, AsE246 en rouge (Cy3), la co-localisation en 
jaune sur la superposition des images (overlay). Des images ont également été prises en lumière 
visibles (Bright Field) (A) Localisation dans les poils racinaires déformés. (B) Localisation dans le cordon 
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d’infection. (C) Localisation dans la nodosité. (D) Localisation dans une cellule végétale infectée de la 
nodosité. Echelles = 20 m (A and B), 200 m (C), 10 m (D). Source : (Lei et al. 2014)  

 

Une extinction de l’expression de ce gène a été réalisée par ARN interférence chez A. sinicus. 

Ce mutant présente une réduction du nombre de nodosités qui sont de plus petites tailles et 

plus claires avec une activité de fixation d’azote plus faible que les nodosités provenant de 

plantes témoins. De plus, la mutation d’AsE246 induit un développement anormal du 

symbiosome (Figure 20). Cet élargissement suggère une augmentation de la perméabilité de 

la membrane entrainant une sensibilité à la pression osmotique dans les nodosités ce qui 

diminuerait l’activité de fixation d’azote. Dans la nodosité, ce peptide ciblerait la membrane 

du symbiosome entourant l’endosymbiote. En effet, il a été montré que AsE246 est capable 

in vitro de se lier aux lipides d’origine végétal membranaires dont le 

digalactosyldiacylglycerole (DGDG). La mutation de ce gène impacte le contenu lipidique de la 

nodosité, cette nsLTP pourrait participer au trafic de lipides végétaux à la membrane du 

symbiosome. De plus, divers processus cellulaires sont dépendants de ce contenu lipidique 

tels que la transduction du signal, les trafics membranaires ou encore le métabolisme des 

lipides et pourraient donc être impactés par l’absence de ce peptide. 

 
Figure 20 : Localisation d’AsE246 dans la nodosité d’A. sinicus 
(A et B) Photo de microscopie électronique à transmission (MET) du symbiosome de nodosité de plante 
témoin. (C et D) Photo de MET du symbiosome de nodosité de plante mutée du gène ase246 par RNAi. 
Les flèches blanches indiquent les zones d’élargissement de l’espace péri-bactéroïdes. Les flèches 
noires indiquent des accumulations de poly-b-hydroxybutyrate qui sont des systèmes de réserve de 
nutriments. Echelle = 500 nm. Source : (Lei et al. 2014) 
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Ainsi, AsE246 pourrait être impliquée dans la réorganisation et/ou dans la formation des 

membranes. De plus, il a été montré que AsE246, en interaction avec la protéine chaperonne 

HtpG du symbiote bactérien, participerait aux transports lipidiques au niveau du symbiosome 

et serait importante pour la symbiose notamment dans l’infection et la maintenance des 

bactéroïdes (Lei et al. 2014, Zhou et al. 2019).  

 

B. Peptides antimicrobiens et plantes actinorhiziennes 

L’implication des AMPs dans les symbioses actinorhiziennes est beaucoup moins décrite dû au 

manque d’outils génétiques, aussi bien du côté de la bactérie que des plantes 

actinorhiziennes. Pour pallier ces difficultés, des analyses transcriptomiques menées à 

différentes étapes de la symbiose sur l’hôte ont permis d’identifier des gènes codants des 

AMPs surexprimés dans des conditions symbiotiques chez différentes plantes 

actinorhiziennes et vont être décrites ci-dessous. 

 

Rôle des Défensines 

Des gènes codants des défensines surexprimés dans les nodosités comparées aux racines non 

infectées ont été identifiés dans trois transcriptomes de plantes actinorhiziennes appartenant 

aux ordres des Fagales, Rosales et Cucurbitales. En effet, deux gènes codants des défensines 

sont surexprimés dans la nodosité C. thyrsiflorus (Salgado et al. 2018), deux autres sont 

surexprimés dans la nodosité de D. glomerata (DgDEF1 (Dgc156), Fold Change (FC)=2223 et 

DgDEF2 (Dgc845) FC=89.5) (Demina et al. 2013) et 15 dans la nodosité d’A. glutinosa (Carro et 

al. 2015). Les effets des défensines dont les gènes sont les plus surexprimés dans les nodosités 

ont été étudiées (AgDef1, AgDef5, AgDef6, AgDef9 et AgDef11). Parmi celles-ci, AgDef5 qui a 

été la plus étudiée cible les diazovésicules fixatrices d’azote de Frankia dans la nodosité (Carro 

et al. 2015) (Figure 21).  
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Figure 21 : Localisation d’AgDef5 dans la nodosité d’A. glutinosa 
Les contrôles négatifs ont été réalisés avec du sérum de lapin avant l'injection d’Ag5 (a, c, e). 
Immunolocalisation d’AgDef5 avec l'anticorps anti-Ag5 (b, d, f, h). L’observation des nodosités a été 
réalisée avec des coupes longitudinales (a, b, c, d) et transversales (e, f). (g) Photographie de racines 
d’A. glutinosa avec des nodosités. Bleu : DAPI ; rouge : autofluorescence ; vert : Anticorps anti-lapin 
couplé à un fluorochrome Alexa Fluor 488 (Life Technologies, Saint Aubin, France). c, cellules infectées 
; h, hyphes ; nc, cellules non infectées ; v, diazovésicules ; x, xylème. I, Méristème ; II, Zone d'infection ; 
III, Zone de fixation d’azote et IV, Zone de sénescence. Source : (Carro et al. 2015) 

 

Cette étude a en effet montré qu’ AgDef5 permettrait, in vitro, de perméabiliser les 

diazovésicules de Frankia et de moduler la respiration et la fixation d’azote de F. alni ACN14a. 

Cette perméabilisation des diazovésicules permet le relargage d’acides aminés, in vitro, dans 

le milieu et principalement la glutamine. Comme abordé précédemment, la glutamine 

synthétase est induite dans les diazovésicules de Frankia dans la nodosité et joue un rôle 

central dans l’assimilation de l’azote (Hay et al. 2020). Ainsi, AgDef5 participerait aux échanges 

azotés en transférant la glutamine produite par le symbiote à la plante hôte. Cependant, il 
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n’est pas exclu que l’ammonium seul puisse également être transféré dans ce modèle. Ainsi, 

AgDef5 produite par l’hôte lors de la nodulation ciblerait les diazovésicules fixatrices d’azote 

afin d’améliorer les échanges trophiques entre les partenaires symbiotiques.  

 

Dans cette section d’introduction, nous avons vu que les AMPs de plantes, décrits 

principalement dans la défense, jouent également des rôles dans divers processus dont les 

symbioses fixatrices d’azote chez les plantes nodulantes. De fait, différentes familles de 

peptide aux fonctions variées sont impliquées dans la symbiose chez les légumineuses et les 

plantes actinorhiziennes. En effet, des NCRs produits spécifiquement par certaines espèces de 

légumineuses dans la nodosité permettent la différentiation terminale du symbiote en 

bactéroïde afin d’améliorer son efficacité et peuvent également intervenir dans la sélection 

des symbiotes compatibles. D’autre part, une seconde famille d’AMPs, les nsLTPs, sont 

sécrétés par les légumineuses dans les étapes précoces de la symbiose et dans la nodosité afin 

de contrôler l’infection et jouent aussi un rôle dans le transfert lipidique. Concernant les 

symbioses actinorhiziennes beaucoup moins d’informations sont disponibles. Cependant, des 

études in silico ont permis d’identifier des gènes codant des défensines surexprimées dans la 

nodosité. Parmi celles-ci, AgDef5 sécrétée par A. glutinosa dans la nodosité perméabilise in 

vitro les diazovésicules fixatrice d’azote de Frankia entrainant une fuite de métabolites ce qui 

améliorerait les échanges trophiques entre les partenaires.
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IV. Objectifs de thèse  

Dans les symbioses actinorhiziennes, les rôles biologiques des AMPs lors de la symbiose sont 

très peu décrits. En effet, seule la famille des défensines a été étudiée par des approches in 

silico chez C. thyrsiflorus, D. glomerata et A. glutinosa (Demina et al. 2013, Carro et al. 2015, 

Salgado et al. 2018). Grâce aux données transcriptomiques au stade de la nodosité 

fonctionnelle d’A. glutinosa (21 jours post-inoculation (dpi)), 15 gènes surexprimés codant des 

défensines ont été identifiés. Parmi ces défensines, AgDef5 a été localisée au niveau des 

cellules végétales infectées par Frankia et plus précisément autour des diazovésicules 

fixatrices d’azote. De plus, in vitro ce peptide perméabilise les diazovésicules du symbiote, F. 

alni ACN14a conduisant à une fuite de métabolites riches en azote. Ceci pourrait permettre 

d’améliorer les échanges trophiques entre les deux partenaires (Carro et al. 2015).  

De nouvelles données ont permis d’identifier une seconde famille d’AMPs potentiellement 

impliquée dans le processus symbiotique. En effet, les données transcriptomiques de l’aulne 

aux stade prénodule et nodosité (7 et 21 dpi) ont été complétées avec l’étude du 

transcriptome de cette plante lors des premiers échanges avec le symbiote F. alni ACN14a (2,5 

dpi). Ces données transcriptomiques, au stade précoce de la symbiose ont révélé que 80% des 

gènes surexprimés codent des peptides sécrétés. Parmi ceux-ci, une seconde famille d’AMP, 

celle des nsLTPs a été identifiée. En effet, un gène codant la nsLTP, appelé AgLTP24, s’avère 

être le plus surexprimé à cette étape (Fold Change=140) mais aussi dans les nodosités 

fonctionnelles (Fold Change=2145). Cette dynamique d’expression suggère ainsi un rôle 

important d’AgLTP24 de la mise en place jusqu’au maintien de la symbiose. L’objectif de mes 

travaux a donc été d’étudier le rôle du peptide antimicrobien AgLTP24 de la famille des nsLTPs 

dans la symbiose actinorhizienne entre A. glutinosa et F. alni ACN14a. 

La première partie de mes travaux avait pour but de localiser AgLTP24 dans les tissus végétaux 

à différents stades de la symbiose et de déterminer ses effets physiologiques sur le symbiote 

bactérien Frankia afin d’identifier de possibles fonctions biologiques. La deuxième partie de 

ces travaux s’est concentrée sur la réponse moléculaire du symbiote face à AgLTP24 et sur une 

étude plus large des nsLTPs en identifiant leur distribution au sein de plantes nodulantes, leur 

expression dans la nodosité et leur histoire évolutive dans les symbioses fixatrices d’azote.
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      Chapitre 1                                                                                   -

Symbiose entre Alnus glutinosa et Frankia alni ACN14a : une 

nsLTP impliquée de l'infection à la nodulation 

 

PREAMBULE  

Afin de mieux comprendre les mécanismes mis en place par Alnus glutinosa lors de la 

symbiose, des études transcriptomiques au stade de prénodule et dans la nodosité ont été 

réalisées (Hocher et al. 2011a). Ces données ont été complétées par mon équipe d’accueil 

avant mon arrivée en thèse avec l’étude de la réponse de la plante lors des premières étapes 

de la symbiose à 2.5 jours post-inoculation (dpi) par Frankia alni ACN14a. Ces étapes précoces 

ont lieu au moment où les poils racinaires sont déformés (Berry & Torrey, 1983) avant la 

formation du prénodule qui se forme à 7 dpi (Lalonde, 1979). Ces étapes comprennent la 

reconnaissance du symbiote et les premières réponses de la plante. Pour étudier cette 

réponse, la plante a été placée en contact acellulaire avec son symbiote, F. alni ACN14a dans 

deux conditions : i) contact indirect et dynamique avec Frankia piégée dans un tube de dialyse, 

ii) contact direct avec le surnageant de Frankia. Ces données transcriptomiques ont révélé que 

80% des gènes surexprimés dans ces conditions codent des peptides sécrétés dont certains 

sont annotés en tant qu’AMPs. Parmi ceux-ci, le gène le plus surexprimé dans ces étapes 

précoces code une nsLTP, AgLTP24. Ce gène fait également partie des gènes les plus 

surexprimés dans les étapes prénodule et nodosité (7 et 21 dpi), ce qui suggère que ce peptide 

pourrait jouer un rôle primordial dans la mise en place et le maintien de la symbiose. Dans un 

premier temps, nous avons étudié sa localisation au sein de la nodosité (21 dpi) et des racines 

en contact avec F. alni ACN14a (2.5 dpi) grâce à de l’imagerie puis nous nous sommes 

intéressés à ses effets sur le symbiote bactérien. 

Le peptide AgLTP24 a été localisé dans les racines de l’aulne à 2.5 dpi et dans la nodosité (21 

dpi) par immunolocalisation en utilisant des anticorps spécifiques à ce peptide. Une 

fluorescence a été observée au niveau des poils racinaires déformés de l’aulne à 2.5 dpi 

évoquant une implication du peptide dans les étapes précoces de la symbiose. Dans la 

nodosité, le signal se localise dans les cellules végétales infectées par la bactérie, et semblerait 
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être localisé plus précisément autour des hyphes et des diazovésicules du symbiote bactérien 

Frankia, impliquées dans la fixation d’azote. Ainsi, A. glutinosa secrète spécifiquement 

AgLTP24 lors des premiers contacts entre la plante et la bactérie et l’adresse à son symbiote 

dans la nodosité. Pour comprendre le rôle biologique d’AgLTP24 lors de la nodulation, son 

effet sur le symbiote a été testé. Afin de réaliser ces tests, le peptide a été dans un premier 

temps produit biologiquement par expression hétérologue dans la souche Escherichia coli 

ShuffleT7 lysY permettant la production de peptides avec des ponts disulfures puis le peptide 

a été purifié. L’activité antimicrobienne du peptide a ensuite été testé et il s’avère qu’à partir 

de 5 M, AgLTP24 induit une baisse de 16% de la croissance du symbiote. Etant donné que le 

symbiote dans la nodosité doit être viable et efficace pour assurer la fixation d’azote et les 

échanges trophiques, des tests physiologiques ont été réalisés à des concentrations sub-

inhibitrices de ce peptide. Ces tests ont été réalisés en mesurant l’effet d’AgLTP24 sur l’activité 

de fixation l’azote, la respiration et sur la croissance cellulaire. Ces tests ont montré 

qu’AgLTP24, après 7 jours de contact, inhibait la fixation de Frankia à partir de 100nM.  

Pour cet article, j’ai réalisé la construction du vecteur pour l’expression hétérologue 

d’AgLTP24 sans peptide signal avec un tag histidine. J’ai mis au point les protocoles de 

production et de purification et j’ai produit et purifié AgLTP24. J’ai traité les données des tests 

physiologiques, réalisé les tests statistiques et les représentations graphiques. Avec Ons 

Kharrat en stage de Master 2 biochimie sur ce projet, nous avons mis au point et réalisé les 

tests d’activité métabolique de F. alni ACN14a en microplaque (test résazurine) et réalisé les 

tests. Les observations microscopiques ont été réalisées par Ons Kharrat, Hasna Boubakri et 

moi. J’ai ensuite traité les données puis mené des analyses statistiques et les représentations 

graphiques. J’ai réalisé l’immunolocalisation d’AgLTP24 sur les racines d’A. glutinosa en 

contact avec F. alni ACN14a. J’ai mis en forme le données sou le format heatmap (Figure2) et 

fait la correspondance entre les ESTs des données transcriptomique d’A. glutinosa et les gènes 

annotés suite au séquençage du génome de la plante (publié en 2018) en utilisant l’outil 

BLASTN.  Les travaux réalisés sur AgLTP24 pendant ma thèse, qui décrivent l’implication d’une 

nsLTP lors de la symbiose actinorhizienne, ont été valorisés à travers un article comprenant 

les données transcriptomiques d’A. glutinosa aux stades précoces de la symbiose.  Cet article 

a été accepté dans le journal « Molecular Plant-Microbe Interactions », 

https://doi.org/10.1094/mpmi-06-22-0131-r. 
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ABSTRACT 

The response of Alnus glutinosa to Frankia alni ACN14a is driven by several sequential 

physiological events from calcium spiking and root hair deformation to the development of 

the nodule. Early stages of actinorhizal symbiosis were monitored at the transcriptional level 

to observe plant host responses to Frankia. Forty-two genes were significantly upregulated in 

inoculated compared to non-inoculated roots. Most of these genes encode proteins involved 

in biological processes induced during microbial infection such as oxidative stress or response 

to stimuli but a large part of them are not differentially modulated or downregulated later in 

the process of nodulation. In contrast, several of them remained upregulated in mature 

nodules, and this included the gene most upregulated, which encodes a non-specific lipid 

transfer protein (nsLTP). Classified as an antimicrobial peptide, this nsLTP, was 

immunolocalized on the deformed root hair surfaces that are points of contact for Frankia 

during infection. Later in nodules, it binds to the surface of Frankia’s vesicles, which are the 

specialized cells for nitrogen fixation. This nsLTP, named AgLTP24, was biologically produced 

in a heterologous host and purified for assay on F. alni ACN14a to identify physiological effects. 

Thus, the activation of the plant immunity response occurs upon first contact, while the 

recognition of Frankia switches off part of the defense system during nodulation. AgLTP24 

constitutes a part of the defense system that is maintained all along the symbiosis with 
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potential functions such as the formation of infection threads or nodule primordia to the 

control of Frankia proliferation.  

 

Keywords: antimicrobial peptide, infection threads, immunity, nitrogen fixation, nodule, oxidative 

stress, root hairs. 

 

INTRODUCTION 

Mutualistic symbioses are fascinating paragons of coevolution, promoting plant growth by 

facilitating access to scarce nutrients and keeping pathogens at bay. To cope with the shortage 

of essential nitrogenous compounds, some plants developed highly sophisticated systems to 

interact with nitrogen-fixing bacteria (diazobacteria). Only plant species belonging to a 

phylogenetic clade composed of four orders (Fabales, Fagales, Cucurbitales and Rosales) have 

the capacity to form nitrogen-fixing root nodules symbioses (RNS). This concerns the legume 

family (Fabales) and the non-legume, Parasponia (Rosales), associated with the well-studied 

Gram-negative rhizobia. This RNS also concerns actinorhizal plants, which represent over 200 

species spread among 8 families and 25 genera of the Fagales, Rosales, and Cucurbitales 

orders, and which are associated with the Gram-positive Frankia. Actinorhizal symbiosis is 

considered the most ancient (about 70–90 Mya) (Coba de la Peña et al., 2018) mainly 

constituted by perennial woody shrubs or trees distributed all around the world and able to 

fix a large amount (over 15%) of the biologically available nitrogen into ecosystems, making 

this symbiosis a key player in the nitrogen cycle. Frankia is responsible of this nitrogen fixation 

in actinorhizal plants, and contrary to rhizobia, Frankia is also a free-living diazotrophic 

bacterium in the rhizosphere through its unique capacity to differentiate its hyphae cells into 

diazovesicles, which are the specialized cells for nitrogen fixation.  

Among actinorhizal plants, Alnus glutinosa is the model species of the genus (Navarro et al., 

2003) which grows in pioneer biotopes such as glacial moraines, volcanic ashes and mine 

spoils (Normand and Fernandez, 2019) and its genome has been sequenced recently 

(Griesmann et al., 2018). The molecular components of the interaction between A. glutinosa 

and their symbiotic Frankia are poorly known, due among other reasons to the lack of a 

transformation system.  
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The presence of a symbiotic bacterium like Frankia or merely its exudates, triggers in the host 

plant tissues a series of events leading to root hair deformation and calcium spiking (Granqvist 

et al., 2015). Root hair deformation is followed by penetration of roots by Frankia, primordium 

formation, nodule organogenesis, and ultimately exchange of nutrients. Omic analyses have 

permitted to gain a global view of the physiological changes taking place in this symbiosis upon 

specific conditions. In particular, transcriptomics of mature 21 day post-inoculation (dpi) 

nodules permitted to see on the plant side the presence of homologs of the whole common 

symbiotic signaling pathway or CSSP (Hocher et al., 2011b; Hocher et al., 2011a), of which NIN 

and RPG have been lost in non-symbiotic neighbors (Griesmann et al., 2018). 

The important conservation on the plant side of the CSSP (Hocher et al., 2011b) contrasts with 

the absence of the canonical nod genes in most Frankia genomes (Normand et al., 2007) which 

are involved in the biosynthesis of Nod Factor (NF) in most rhizobia (D’Haeze and Holsters, 

2002). In mature A. glutinosa nodules, the bacterial genes nif, hup, shc and suf are upregulated 

but no trace of a symbiosis island (clustering symbiotic signaling and nitrogen fixation 

encoding genes in integrative and conjugative genetic elements (Sullivan et al., 2002) was 

found (Alloisio et al., 2010). A study of the F. alni ACN14a early response (2.5 dpi) showed that 

several bacterial determinants were upregulated in contact with the plant (compared to N-

free culture condition) among which a K-transporter, lipid modifying enzymes and a cellulose 

synthase cluster conserved among the Frankia and other actinobacteria such as Streptomyces 

(Pujic et al., 2019). Globally, metabolomics done on A. glutinosa nodules showed the presence 

of various compounds that are less abundant or absent in roots such as citrulline, glutamate 

and pyruvate or the tricarboxylic acid cycle intermediates composed by citrate, fumarate, 

malate suggesting a metabolic partitioning between Frankia and its host plant cells in the 

nodule tissue (Carro et al., 2015a; Brooks and Benson, 2016; Hay et al., 2020). 

Signaling between A. glutinosa and F. alni ACN14a involves on the bacterium side the synthesis 

of an uncharacterized root hair deforming factor (Ghelue et al., 1997; Cérémonie et al., 1999) 

and a specific auxin, phenylacetic acid (Hammad et al., 2003). On the plant side, less is known 

besides the upregulation of defensins that modify the porosity of Frankia membranes (Carro 

et al., 2015b; Carro et al., 2016).  

We undertook the present study to better understand the initial steps of the actinorhizal 

symbiosis on the plant side where the symbiont must be recognized to pave the way for its 
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internalization. To analyze this early plant responses to Frankia symbiont we have conducted 

a cell-free contact using two conditions: membrane dynamic contact with F. alni ACN14a 

trapped in a dialysis tube or its supernatant and by targeting 2.5 dpi response, by which time 

extensive root hair deformation has occurred (Berry and Torrey, 1983), but the primordium is 

not formed yet (Lalonde, 1979). We further focused on the most upregulated gene coding for 

an antimicrobial peptide classified as non-specific Lipid Transfer Protein (nsLTP), which is also 

an overexpressed gene in the nodule (Hocher et al., 2011b). The nsLTPs, found only in land 

plants, are small in size (6.5–10.5 kDa), characterized by an eight-cysteine motif backbone and 

termed this way because of their ability to bind a variety of hydrophobic molecules such as 

phospholipids or fatty acids (Salminen et al., 2016; D’Agostino et al., 2019). This study showed 

that this nsLTP, named here as AgLTP24 was localized on the surface of deformed root hairs 

and around Frankia’s vesicles inside nodules. Purified in vitro, this nsLTP impacted Frankia 

nitrogen fixation and growth suggesting that AgLTP24 could be a part of the defense system 

that is maintained all along the symbiosis.  

 

RESULTS 

Transcriptomic response of Alnus glutinosa at 2.5 dpi 

In A. glutinosa roots after 2.5 days post inoculation (dpi) by F. alni ACN14a in dynamic contact 

through dialysis membranes (cut off 100 kDa - F mDyn condition) and compared to non-

inoculated roots (control), 300 and 225 genes were found to be significantly up- and down- 

regulated, respectively (see supplemental Table S1). For the Frankia supernatant contact 

condition at 2.5 dpi (F supC) compared to the control, 176 and 76 genes were up- and down- 

regulated, respectively (see supplemental Table S2). Between F supC and F mDyn conditions, 

42 and 42 genes were up and down regulated in both conditions (see supplemental Table S3). 

 

Biological processes implicated in early steps of symbiosis  

A GO enrichment analysis was carried out following BLASTX search. This analysis showed that 

12 to 23 % have no hits, 8 to 14% had a hit to unknown functions, and the remaining 63 to 80 

% were associated with a total of 19 GO terms under biological processes (see supplemental 

Fig. S1). The annotated sequences retrieved were distributed into 19 different processes (Fig. 
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1A). The presence of Frankia at an early stage highly activated genes encoding proteins 

involved in response to stimuli and catabolic processes. Among them, several genes encoding 

enzymes implicated in oxidative stress (oxidase, peroxidase) or defense (chitinase, defensin, 

thaumatin…) were upregulated either with cell supernatant or Frankia cells.  

A statistical analysis (Fisher’s test) was used to identify if the enrichment of certain enzyme 

families in one pool of genes was present by comparing it to a second one. Between up and 

down-regulated genes found in F supC, Fisher’s test identified no GO enrichment where 

difference were statistically found in the F mDyn condition (Fig. 1B). Between up and down-

regulated genes found in the F mDyn assay, an overrepresentation of genes coding for 

enzymes involved in oxidation-reduction processes, oxidative stress or defense responses was 

seen (see supplemental Table S1 and S4). Also, genes encoding enzymes involved in amino 

acids metabolism, organo-nitrogen compound or carboxylic acid biosynthetic processes such 

as selenocysteine methyltransferase, phenylalanine ammonia lyase or caffeic acid O-

methyltransferase were over-detected among the F mDyn up-regulated genes. Nucleotide 

binding proteins such as a receptor kinase (AG-N01f_037_C05), a uridine kinase (AG-

N01f_030_B06) or a calcium membrane transporter (AGCL1701Contig1) were also more 

abundant in the set of up-regulated genes in F mDyn assay. Conversely, we observed an 

enrichment of down-regulated genes encoding enzymes having isomerase activity such as 

inositol-3-phosphate synthase, ribose-5-phosphate isomerase or beta-amyrin synthase. 
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Figure 1: Gene Ontology (GO) functional classification analysis. (A) Distribution of annotated genes 
into functional categories according to the Blast2GO application (Conesa et al., 2005) using F mDyn (in 
black) or F supC data (in orange). GO functional classification analysis was made by comparing (B) up 
and down-regulated genes found in F mDyn (see supplemental Table S1) and (C) up-regulated genes 
found in F mDyn versus F supC conditions (see supplemental Table S1 and Table S2) according to 
biological process, molecular function and cellular component through Fisher’s exact test. Number of 

A
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sequences (Nr) were indicated for each category. Blast2GO pipeline was used to get this GO 
annotation. 

The most up-regulated genes in both assays during the early steps of symbiosis 

Amongst the 42 most upregulated genes found in both assays (Table 1), a gene encoding a 

non-specific lipid transfer protein or nsLTP was the most upregulated (inoculated versus non-

inoculated roots Fold Change (FC): 140.7 in F mDyn and 74.8 in F supC bioassays), followed by 

a beta-tubulin and a pectin methylesterase inhibitor. Remarkably, 20 out of these 42 up-

regulated genes encoded proteins with a signal peptide (Table 1). Thus, numerous 

upregulated genes encode secreted peptides (47%), some of which are classified as 

antimicrobials such as 3 defensins (Ag5, Ag3 and Ag11), the nsLTP and a thaumatin like-

protein. 

To confirm the level of expression at this early symbiotic step, we did qRT-PCR on two genes, 

one encoding the nsLTP and the second encoding the basic blue copper protein with two 

primer pairs per gene (see supplemental Table S5). Up-regulation was confirmed using the 

same biological replicates previously analyzed (see supplemental Table S6). 

In order to follow the time course of expression during nodulation, we compared our results 

with the FC obtained with the same microarray at 21 dpi comparing the nodule data with non-

infected roots (Table 1, Fig. 2) from our previous work (Hocher et al., 2011b). Down-regulated 

genes found in infected roots after 2.5 dpi followed two profiles: always down-regulated or 

no difference in nodules (21 dpi). Conversely, genes upregulated at 2.5 dpi were classified into 

three profiles. Sixteen were up-regulated, 17 were not modulated and 8 repressed in nodules. 

For instance, genes encoding proteins involved in stress response were found in the three 

profiles (Fig. 2) but we found mainly AMPs (defensin, thaumatin) in the first while chitinase 

and peroxidase were enriched in the two other profiles (Table 1). The nsLTP found as the most 

upregulated gene at an early step presented also a very high expression at 21 dpi (FC=2145 in 

nodule, Table 1) suggesting a requirement all along the symbiotic interaction. Globally, the 

nsLTPs are classified as antimicrobial peptides (AMPs) and annotated as systematic acquired 

resistance suggesting their potential role in defense response. For all these reasons, we 

decided to focus our functional analysis on this nsLTP. 
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Table 1: The up-regulated genes during early root hair deformation of Alnus glutinosa in both 
bioassays, with Frankia alni ACN14a in membrane dynamic contact (F mDyn) or with F. alni ACN14a 
supernatant contact (F supC). For contigs, EMBL-Accession numbers of all the contigated EST 
sequences are indicated. Singleton or contig nucleotide sequences are indicated when they were not 
of high-enough quality for EMBL submission acceptance. Fold Change (FC) is the ratio between F mDyn 
roots and control roots and between F SupC roots and control roots, respectively. The significant 
difference of gene expression between F mDyn roots and control roots and between F SupC roots and 
control roots (FC  2 or  0.05) was assessed by a T- test at p<0.05     
*: Results of the previously reported microarray study with Alnus glutinosa nodules are indicated: FC* 
is the ratio between nodules and non-inoculated root and p* is the p value of a t-student test 
comparing these two conditions (Hocher et al., 2011a). ns indicated non-significant difference 
between nodules and non-inoculated root (p<0.05)       
For EMBL-accession number, see Table S3.        
NA: not assigned 
$: correspondence with the N° of accession of gene annotated after A. glutinosa genome sequencing 
(Griesmann et al., 2018) by using a BLASTN program (>90% identity, >60% cover, E-value<0.0001). 
#AGCL3038Contig1 sequence is the 3' noncoding region of basic blue copper gene (AG-N01f_023_I15).
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Figure 2: Expression levels of the genes which were commonly up- and down-regulated in F mDyn 
and F supC conditions. The expression level values in nodule were extracted from our previous work 
(Hocher et al., 2011a; see supplemental Table S3). The expression values were expressed as Fold 
change (FC) with a color gradient from red (down-regulated; 0.5) and orange-yellow (no-regulated) 
to green (up-regulated; 2) in infected roots or nodules compared to control roots without Frankia. 
The GO annotations were assigned by noting preferentially biological process and if not present, the 
molecular function. Certain genes have no GO assignation after Blast2Go analysis. The heatmap was 
generated by GraphPad Prism 9.2.0.
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Structure and classification of AgLTP24 

Several genes encoding nsLTPs from A. glutinosa were induced in F mDyn or F supC conditions 

(AGCL80Contig1, AGCL115Contig1, AGCL1667Contig1, see supplemental Table S1 and S2) with 

several others lower down the list. The nsLTP named agLTP24 (AGCL115Contig1) was the most 

upregulated (Table 1) at 2.5 dpi but also in mature nodule when the two other genes encoding 

nsLTP are not differentially regulated in this later step of symbiosis (Hocher et al., 2011b). The 

gene agLTP24 presents a total nucleotide sequence of 552 base pairs. This sequence encodes 

a protein of 114 amino acids including a signal peptide of 22 amino acids that allows its 

secretion and is localized in the scaffold424615_cov87 (n° accession: Alngl424615S0385) in 

the A. glutinosa genome (Griesmann et al., 2018). The mature peptide has a molecular weight 

of 9700.28 Dalton and a cationic isoelectric point of 8.46. This nsLTP is classified as Type D 

according to Edstam and collaborators (Edstam et al., 2011) since it contains one intron and a 

characteristic motif of 8 cysteines: C-X13-C-X14CC-X9-C-X1-C-X24-C-X10-C in its mature 

protein (Fig. 4A). Those cysteines stabilize nsLTPs to fold the -helices domains with disulfide 

bridges. NCBI BLASTP analysis using non redundant database revealed that the most similar 

sequence to AgLTP24 mature sequence was an unknown protein found in Prosopis alba 

(XP_028772949.1) that had 57 % of identity over 94 % of the sequence (see supplemental 

Table S7). In Arabidopsis thaliana and Medicago truncatula, the most similar proteins were a 

bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin superfamily protein and 

a putative lipid-transfer protein DIR1, respectively.  

 

Immunolocalization of AgLTP24 in planta 

In order to determine where this nsLTP is secreted during symbiosis establishment, we 

performed an immunohistolocalization on various plant tissues. Antibodies anti-AgLTP24 

were applied to different A. glutinosa tissues inoculated or not with Frankia. First, we induced 

root hairs deformation through the membrane dynamic contact with Frankia (F mDyn) in two 

independent bioassays. We observed signals in several extracellular nooks (Fig. 3, B, C and, F). 

These nooks are associated to Frankia binding (Berry et al., 1986). A few spots of reduced 

fluorescence were detected with the control rabbit serum against the same samples mainly in 

the proximal region of the rhizoderm (Fig. 3A). No signal was observed with anti-AgLTP24 

against non-infected roots (see supplemental Fig. S2). The vascular system in the center of the 
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infected roots was also labeled by this anti-LTP24 leading to a faint green fluorescence (Fig. 3, 

B and C). Because microarrays showed overexpression of this protein in mature 21 dpi 

nodules, we performed a specific immunolocalization in plant cells infected by Frankia

situated in the fixation zone of the nodule (Fig. 3E). In a pattern similar to that of Ag5, called 

here AgDef5 (Carro et al., 2015b), AgLTP24 co-localized onto the periphery of Frankia’s 

vesicles in nodule (Fig. 3G). In other infected plant cells, we also observed a diffuse signal that 

suggests a faint labeling onto Frankia’s hyphae. 

Figure 3: AgLTP24 localization in roots after 2.5 dpi (A, B, C, F) or nodule of 21 dpi (D, E, G). Hair 
magnification of a specific zone of F, the infected root or G, in nodule. B, C and F: Immunofluorescence 
localization of AgLTP24 in root hairs (B, C, F) and around Frankia alni ACN14a vesicles in infected cells 
(E, G). The same image of AgLTP24 localization in root hairs were converted in grey and green colors 
(C) to get a better contrasted to distinguish root hairs. Negative control with rabbit serum before 
intramuscular injection of AgLTP24 epitope showed no green fluorescence A, in root hairs or D, in 
infected cells in mature nodule. Blue: DAPI; red: autofluorescence; green: Alexa Fluor 488 dye anti-
rabbit antibody (Life Technologies, Saint Aubin, France). c, infected cells; nc, noninfected cells; v, 
Frankia vesicles; h, Frankia Hyphae; x, xylem; rh, root hairs

Biological production of AgLTP24 

The nsLTPs are low molecular weight peptides rich in cysteines. They have a signal sequence 

that allows the plant to address them to target cellular compartments. Those nsLTPs are 

characterized by a conserved motif of 8 cysteines in their mature sequence forming 4 disulfide 

bonds important for the formation of the hydrophobic cavity, which makes their production 

in heterologous hosts difficult. Synthetic production is limited to short peptides with no or few 

disulfide bonds, so we opted for a biological production of mature AgLTP24, i.e. without its 



Chapitre 1                                                                 A nsLTP involved during infection and nodulation 
 

79 
 

signal peptide, in E. coli shuffle T7 lysY (see supplemental Fig. S3) which is capable of forming 

disulfide bonds (Lobstein et al., 2012). We obtained a yield of 0.1 mg of pure protein per liter 

of culture. After peptide purification, UPLC-ESI-HRMS analysis of the purified AgLTP24 protein 

revealed a monoisotopic [M+H]+ m/z 9686.8008 (theoretical monoisotopic m/z calculated for 

C415H676N123O126S9: 9686.7760) consistent with the formation of four disulfide bridges (see 

supplemental Fig. S4). This analysis was made after each run of purification and before 

bioassays to check the purity and the good conformation of the protein with disulfide bridges.  

 

Physiology of Frankia alni ACN14a in contact with AgLTP24  A miniaturized, rapid fluorescent bioassay using resazurin dye was successfully developed to 

determine whether AgLTP24 had antimicrobial activity against F. alni ACN14a after 7 days of 

contact. For this, we applied a range of concentrations of AgLTP24 from 1 to 5 M (Fig. 4) and 

used kanamycin as control of inhibition of Frankia. The cell growth of Frankia was reduced at 

concentrations higher than 5 M AgLTP24 (54 ± 16% of cell growth). AgLTP24 can thus be 

considered as an antibacterial peptide against the symbiotic partner at concentrations of 5 

M and higher. In addition, microscopic observation permitted to see a negative effect of 

AgLTP24 on vesicles' production (Fig. 4C). Vesicles production, abundant in the control, is 

absent at 5 M of AgLTP24. Since Frankia must be viable and efficient in the nodule to ensure 

nitrogen fixation for trophic exchanges with its plant partner, we performed a second 

physiological assay at sub-inhibitory concentrations of AgLTP24. We conducted a second 

physiological assay using a range of AgLTP24 from 1 nM to 1 M (Fig. 5). In this test, nitrogen 

fixation, respiratory activity (OD490 nm) and growth effects (OD600 nm) were monitored over a 10 

days’ time course (see supplemental Fig. S5).   

That range of AgLTP24 had little effect on Frankia growth. A negative effect was noted at 10 

nM of AgLTP24 on respiratory activity shortly after addition to cells (see supplemental Fig. 

S5B) but it was transient. The most striking effect was observed on nitrogen fixation after 7 

days of culture (Fig. 5) with a concentration above 100 nM leading to an inhibition whereas 

no effect was observed on growth or respiratory activity. This inhibition was not seen at 1 and 

10 nM. No effect on vesicle morphology was seen (data not shown). In conclusion, Frankia 

growth was altered upon addition of a high dose of 5 M of AgLTP24. Below or at the 100 nM 

threshold, a negative effect was observed on Frankia nitrogen fixation activity without effect 
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on cells growth. At lower concentrations of between 1 and 10 nM of AgLTP24, no effect was 

observed on Frankia physiology. 

Figure 4: Alignment of AgLTP24 with nsLTPs and physiological bioassays on Frankia alni ACN14a
growth and cellular development. (A) Alignment of AgLTP24 with several nsLTPs from NCBI database 
using multalin tool program (DayHoff _8_0 algorithm, http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). (B) 
Blue arrows indicated cysteine motifs and black line underlines epitope used for anti AgLTP24 
antibodies production. Resazurin bioassay on Frankia alni ACN14a growth after supplementation of 1 
to 5 M of AgLTP24. (C) Cell viability was calculated by normalizing the fluorescence of the assay with 
the mean of the negative control (Frankia without AgLTP24). Kanamycin (40 g ml-1) was used as 
positive control. Data are expressed as mean values ± SD. Differences between normalized data were 
assessed by the Mann Whitney test compared to control. Graphic representation and statistical 
analysis of results was conducted with GraphPad Prism version 9.2.0. *p-value <0.05, **p-value <0.01. 
C. F. alni ACN14a cells observation without or with gradual concentration of AgLTP24 from 0 (Control) 
to 5 M and obtained during the different physiological bioassays. nsLTPs from A. glutinosa (AgLTP24 
and AGCL1667Contig1), Medicago truncatula (XP_003623166.1 and MtN5); Prosopis alba 
(XP_028772949.1), Arabidopsis thaliana (NP_190966.1). v, Frankia vesicles.
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Figure 5: Effect of AgLTP24 in physiology of Frankia alni ACN14a after 7 days of growth on (A) Nitrogen 
fixation; (B) respiratory activity and (C) growth by measuring OD600nm. Data were extracted from the 
kinetic assay (Figure S5). Data are expressed as mean values ± SD. Differences between means were 
assessed by the Mann Whitney test compared to control. Graphic representation and statistical 
analysis of results was conducted with GraphPad Prism 9.2.0. *p value <0.05, **p value < 0.01.

DISCUSSION

Early interactions between A. glutinosa and Frankia start with a molecular dialogue through 

the secretion of flavonoids by the plant (Benoit and Berry, 1997; Hughes et al., 1999) and of a 

bacterial factor by Frankia (Cérémonie et al., 1999; Perrine-Walker et al., 2011). This factor is 

called the root hair deforming factor (RHDF) because it induces a reorientation of root-hair tip 

growth. This step is followed by penetration of Frankia into the root hair, formation of an 

infection thread (IT) and cell division induction in inner cortical cells. This process leads to 

organogenesis of a nodule where Frankia will be housed and will exchange products with its 

plant partner. Even though the RHDF structure remains unknown, previous studies have 

shown that this factor of around 3 kDa is present in Frankia cell-free supernatant and acts at 

nanomolar levels (Cissoko et al., 2018). In addition, this factor is able to induce a high 

frequency nuclear Ca2+ spiking (Granqvist et al., 2015). Due to the lack of a genetic 

transformation system for A. glutinosa, other approaches besides genetic inactivation had to 

be used to identify the host symbiotic determinants. 

Focusing on the mature nodule (Hocher et al., 2011b), transcriptomic analysis showed that 

the CSSP known in legumes (that interact with rhizobia) and in most land plants (that interact 

with arbuscular mycorrhiza) (Genre and Russo, 2016) was also present in actinorhizal plants 

(Gherbi et al., 2008; Hocher et al., 2011b; Hocher et al., 2011a). Previously, differential 

screening of cDNA libraries from roots and nodules of A. glutinosa permitted to identify 
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several symbiotic genes among which a subtilisin-like protease (Ribeiro et al., 1995), a sucrose 

synthase, an enolase (van Ghelue et al., 1996), and a dicarboxylate transporter (Jeong et al., 

2004). These genes are evocative of tissue reorganization and trophic exchanges but shed no 

light on the triggering of organogenesis. The present study aimed at investigating the plant 

molecular response at early symbiotic steps by using the same transcriptomic microarray used 

in our previous work on mature nodules (Hocher et al., 2011b). 

 

Global plant response at early step of symbiosis 

First, the evaluation of Frankia trapped in a dialysis tube and supernatant contact assays 

induced different levels of response in the plant partner with a stronger signal in the F mDyn 

assay, suggesting that even though the supernatant is sufficient to trigger root-hair 

deformation, the dynamic delivering of Frankia secretome through a dialysis membrane 

would yield a stronger response. Indeed, in the F mDyn assay, F. alni ACN14a could respond 

to its plant partner by inducing novel compounds not present in the supernatant. In addition, 

the supernatant after 2.5 dpi could be degraded, which would consequently impact its 

efficiency. Indeed, Frankia secretes a variety of proteolytic and other catabolic enzymes such 

as glycosidases, esterases, or proteases (Mastronunzio et al., 2008) that could be targeted by 

plant proteases.  

Among the differentially expressed genes encoding proteins involved in oxidative stress 

(oxidase, peroxidase); response to pathogens (chitinase) or plant signaling (kinase) are found 

mainly in the F mDyn assay suggesting that this dynamic contact induced a response similar 

to that against pathogens. Inversely, the punctual addition of Frankia supernatant induced an 

enrichment of subtilisin-like protease. Those proteins not only have a broad spectrum of 

functions in plant development, they also play a role in plant-microbe interactions ranging 

from symbiosis (Taylor and Qiu, 2017) to diseases (Figueiredo et al., 2018). For instance, Cg12 

found in Casuarina glauca and its homologous Dt12 found in Discaria trinervis are subtilisin-

like serine proteases specifically secreted during Frankia infection (Svistoonoff et al., 2003; 

Fournier et al., 2018). 
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Oxidative stress in root hairs repressed in nodule 

The plant global response reveals a common pattern with a strong modulation of genes 

involved in stress response. This biological process, specific to the early response is made up 

of genes encoding proteins involved in oxidative stress (oxidase, peroxidase); defense against 

pathogens such as pathogenesis related (PR) proteins (chitinase, defensin, thaumatin or 

nsLTP). Focusing on oxidative stress, the overall GO analysis showed a strong induction of 

genes involved in oxido-reduction metabolism (oxidase, peroxidase). These enzymes involved 

in oxidative stress initially increase the level of reactive oxygen species (ROS) and rapidly 

reduce it afterward as previously observed for rhizobia over the course of nodule 

establishment (Peleg-Grossman et al., 2009; Peleg-Grossman et al., 2012). In legume roots, 

the enzymatic activities of catalase, ascorbate peroxidase, glutathione reductase or NADPH 

oxidase significantly increase upon inoculation with bacterial symbiont (Bueno et al., 2001; 

Den Herder et al., 2007; Peleg-Grossman et al., 2009; Peleg-Grossman et al., 2012). After this 

initial burst, ROS production is reduced drastically to prevent further root hair curling and IT 

formation (Shaw and Long, 2003; Lohar et al., 2007) and to provide a livable environment for 

the microbe and its fragile nitrogenase.  

To follow this dynamic of expression over the course of symbiosis establishment, we extracted 

transcriptional data from our previous work made on mature nodules (Hocher et al., 2011b). 

Many of those genes are not modulated or repressed in the mature nodule (Table 1, Fig. 2), 

suggesting a similar profile. Consequently, A. glutinosa host could be repressing the stress 

response.  

 

From defense mechanisms activation to perception of Frankia  

After the oxidative stress triggered by Frankia contact, A. glutinosa activates numerous genes 

encoding PR proteins which are key components of the plant innate immune system against 

both biotic and abiotic challenges (Ali et al., 2018), such as glucanases, chitinases, thaumatins, 

peroxidases, defensins, nsLTPs or thionins. We found numerous upregulated genes encoding 

chitinases as observed in legumes (Staehelin et al., 1994; Goormachtig et al., 1998; Xie et al., 

1999) and described as important for rhizobia infection and IT formation (Malolepszy et al., 

2018). Also, genes encoding oxidative stress protein and chitinases are repressed or no 
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differentially modulated in A. glutinosa nodules compared to the non-infected roots (Fig. 3) 

suggesting that they are important at early steps. 

A similar profile was observed for PR10 in M. truncatula when associated to symbiont or 

pathogen infection, it is activated early but its expression is transitory suggesting that defense 

signaling pathways are suppressed during the establishment of symbiosis (Chen et al., 2017). 

Here, the transitory activation of this gene encoding A. glutinosa PR protein could be induced 

by Frankia factors even though a specific response must be demonstrated by comparing to 

other biotic and abiotic challenges.  

Some PR proteins are classified as AMPs based on their small size, the conservation of cysteine 

rich motifs and their potential action as antimicrobial compounds (Tam et al., 2015). In A. 

glutinosa transcriptome, we distinguished the overexpression of genes encoding plant 

defensins (Ag3, Ag5, and Ag11), a thaumatin (AG-N01f_038_P13) and a nsLTP 

(AGCL115Contig1).  

This thaumatin like protein overexpressed in nodule compared to non–infected roots is 

considered as a defense system but also as implicated in plant development (de Jesús-Pires et 

al., 2020). This expression profile is quite different from that of the well-documented Rj4, a 

thaumatin like in soybean. The rj4 gene was described as constitutive in roots and nodules, 

and involved at a very early stage of IT formation to inhibit nodule formation with 

incompatible strains (Hayashi et al., 2014). This suggests that thaumatin-like proteins in A. 

glutinosa could intervene as incompatibility determinants but their overexpression in the 

nodule also raises the possibility of another function in nodule organogenesis.  

Little is known about the symbiotic signals produced by Frankia but their perception requires 

a plant receptor. The RLK homolog to legume NF receptors Lys6/Lys7/Nfr1 (AG-R01f_025_F02) 

has already been in A. glutinosa (Hocher et al., 2011b). It harbors LysM and protein kinase 

domains and its level of expression after 2.5 dpi is similar to that of non-inoculated roots. This 

gene was not differentially expressed in C. glauca (Hocher et al., 2011b) but upregulated in 

Ceanothus thyrsiflorus (Salgado et al., 2018). Upregulation would thus not appear essential for 

a determinant that aims to trigger the upregulation of other determinants as was found to be 

the case for symRK, a gene encoding a receptor kinase acting after the NF receptor in the CSSP. 

It was found not to be regulated in M. truncatula (Capoen et al., 2005) or C. glauca (Gherbi et 

al., 2008) following nodulation suggesting a constitutive transcription in the plant root. The 

same profile was found in A. glutinosa after nodulation (Hocher et al., 2011b) or after 2.5 dpi 
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(AG-R01f_005_M15, Table S8). Among the 12 genes defined as potentially involved in the CSSP 

in A. glutinosa (Hocher et al., 2011b), 8 were detected and only hap2-1 encoding a 

transcription factor was found up-regulated in inoculated roots after F. alni ACN14a 

supernatant contact as well as after nodulation (Table S8), which is comparable to what was 

found in M. truncatula (El Yahyaoui et al., 2004). 

 

AgLTP24: from Frankia infection to nodule functioning 

Function at early steps 

Global omic approaches of early steps of A. glutinosa symbiosis pointed to a strong signal from 

one gene, agltp24 encoding an AMP belongs to the nsLTPs family. The specific fluorescence 

of AgLTP24 in the vascular system of infected roots suggests other functions not directly 

related to the symbiont. In several plants, nsLTPs were detected by proteomic to accumulate 

within the xylem or phloem vessels after biotic or abiotic stress (Liu et al., 2021). For instance, 

DIR1 in A. thaliana was transported to distant tissues via the phloem during systemic acquired 

resistance (SAR) after pathogen attacks (Carella et al., 2015) It was suggesting that it is 

important for SAR long-distance signal movement. AgLTP24 could play the same function but 

its localization needs to be confirmed in the vessel system.  

Regarding symbiosis, we detected strong fluorescent spots targeting numerous root hair 

nooks which correspond to Frankia embedding sites before internalization through IT 

formation and new powerful technologies such as tomography (DeVree et al., 2021) will be 

useful to study the global distribution of AgLTP24 in all hairs of a root. This suggests that 

AgLTP24 acts at the point of initiation of Frankia infection. Such an induction was seen for 

another nsLTP (MtN5) found in M. truncatula which was also active at an early stage of 

symbiosis and in the nodule (Pii et al., 2009; Pii et al., 2012). Its silencing resulted in an 

increased number of curling events with a reduced number of invading primordia, whereas its 

overexpression resulted in an increased number of nodules, which led the authors to conclude 

that MtN5 is necessary for the successful establishment of the symbiotic interaction but not 

for nodule formation (Pii et al., 2013). Similar to MtN5 (Pii et al., 2009), AgLTP24 possesses a 

slight antimicrobial activity in vitro against its symbiont at 5 M and below since to the 100 

nM threshold, it reduces its nitrogen fixation activity without affecting growth. As Frankia cell 

integrity must be preserved for infection and cell activity must be efficient for trophic 
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exchange with its host plant, we hypothesize that AgLTP24 concentration in contact with 

Frankia must be below 100 nM. In addition, AgLTP24 could be important during IT 

development or nodule primordia invasion and its genetic silencing in plant is an exciting 

challenge to complete our knowledge gap regarding its potential role during symbiosis.  

 

Function in mature nodule 

A. glutinosa host plant overexpressed AgLTP24 in nodules (Table 1) and targets Frankia’s 

vesicle and to a lesser extent hyphae in the nodule fixation zone (Fig. 3G) but this localization 

is different from that of MtN5 binding in the distal zone of the nodule (Pii et al., 2012) 

indicating a different function for AgLTP24. However, another nsLTP (AsE246) found in a 

legume (Astragalus sinicus) specifically targets the symbiosome membranes through binding 

a lipid component: digalactosyldiacylglycerol (Lei et al., 2014). In this legume, silencing of 

asE246 impacts nodulation development with fewer matured nodule.  

Thus, AgLTP24 could bind to the vesicle wall made up of a multilamellar hopanoid lipid 

envelope (Berry et al., 1993; Nalin et al., 2000) or to the plant perisymbiotic membrane coating 

Frankia cells in nodule. The perisymbiosome membrane composition is less documented but 

that of non-symbiotic Alnus rubra roots is mainly composed of glycerol, 

phosphatidylethanolamine, phosphatidylserine and phosphatidylcholine (Berry et al., 1991). 

A lipidomic study in A. glutinosa roots followed by a binding bioassay is a promising 

perspective to decipher AgLTP24 mechanisms. It is worthy to note that regarding their 

sequence, AsE246 and MtN5 shared no or low similarity with AgLTP24 (Fig. 4A and see 

supplemental Table S7), which opens perspectives on specific functions in this actinorhizal 

model. Furthermore, by deciphering for the first time the role of an nsLTP in a Fagales model, 

we extended the fact that nsLTPs participate in symbiosis functioning outside the legume 

family, however further investigations in other phylogenetic orders are needed to get a more 

comprehensive view.  

The level of expression of AgLTP24 was similar to the defensin AgDef5, also upregulated at 2.5 

dpi (Table 1) and localized to Frankia’s vesicles in nodule (Carro et al., 2015b), however its 

effects in vitro were different from those of AgLTP24, inducing a better nitrogen fixation and 

growth at sub-inhibitory concentrations. This suggests that the plant delivers a fluctuating 
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cocktail of molecules all along the symbiosis to finely control formation of infection threads or 

nodule primordia to the control of Frankia proliferation.  

 

MATERIALS AND METHODS 

Strains and growth condition before total RNA extraction 

Plantlets at an early stage of infection were obtained as described previously (Pujic et al. 

2019). Two independent assays were performed. In the first one (Frankia membrane dynamic 

contact: F mDyn), 8ml of Frankia cells were transferred to dialysis tubes (MWCO=100kDa) and 

these arranged into a plastic pot containing 8 seedlings of A. glutinosa and filled with Fåhraeus 

solution without KNO3. Five biological replicates were performed with 4 plastic pots per 

replicate. In the second assay (Frankia supernatant direct contact or F SupC). Supernatants 

were prepared as follows: 250 ml log-phase culture cells were removed by centrifugation and 

the supernatant filtered through 0.22 m membranes (Millipore, Billerica, MA). Solid phase 

extractions of the supernatants were done using benzene sulfonic acid cation exchanger on 

silica (Macherey Nagel, Hœrdt, France). Elutions were done using 50:50 v/v methanol-water 

followed by a final one with 100 % methanol. Each elution was lyophilized under vacuum, 

dissolved in 1 ml of sterile water and tested for root hair deformation activity on independent 

plant roots. All elutions inducing root hair deformation were pooled together and used for the 

cell free supernatant plant response. One ml of Frankia cell free supernatants extracts was 

added in Fåhraeus’ solution. In parallel, as a control condition, an equivalent volume of growth 

medium was treated with the same extraction protocol. Three biological replicates were 

performed using 6 seedlings per replicate. 

The root hair deformation process was observed by stereomicroscope observations (Leica 

MZ8, Wetzlar, Germany). After 2.5 days (64 hours) with root hairs highly deformed, a 2 cm 

long segment in the central part of the root was cut at 2 cm from the distal end, quickly washed 

with sterile water before squashing in liquid nitrogen and stored at -80° C. Condition (T0) 

without Frankia was prepared in parallel. Porosity of the dialysis tubes was tested by using the 

same condition than F mDyn but the plants were grown for one month after Frankia contact, 

confirming the absence of root hairs deformation and nodule formation. 
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Transcriptomics of A. glutinosa at 2.5 dpi 

Transcriptomics was done as described earlier (Hocher et al. 2011a). Total RNA was purified 

from roots using RNeasy plant mini kits (Qiagen, Courtaboeuf, France). Residual DNA was 

removed using the Turbo DNA free kit (Ambion, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE), 

quantified using a NanoDrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, US) and qualitatively assessed using a Bioanalyzer 2100 (Agilent, Waldbronn, 

Germany).  

Microarrays were designed (13909 probes; 1 probe/A. glutinosa unigene), manufactured and 

hybridized by Imaxio (http://www.imaxio.com/index.php), using Agilent Technologies 

(http://www.home.agilent.com/agilent/home.jspx) as previously described (Hocher et al. 

2011a). The microarrays were scanned with an Agilent G2505C Scanner. The Feature 

Extraction software (Agilent, version 11.5.1.1) was used to quantify the intensity of 

fluorescence signals and the microarray raw data were analyzed using GeneSpring GX 12.0 

software (Agilent technologies). Normalizations per chip (to the 75th percentile) and per 

probe (to the median) were performed to allow comparison of samples. The two assays F 

mDyn and F supC were analyzed separately. In order to limit false positive results, microarray 

data were filtered according to the flag parameter “detected”. Thus, probes taken into 

account were uniform, non-outlying, non-saturated and displaying an intensity level above 

the background in at least one of the two biological conditions.  

In the F mDyn assay, 1590 probes yielding an intensity level significantly below the background 

in the 10 samples were discarded. In addition, 1146 probes did not yield the flag “detected” 

in at least one of the two biological conditions and were also discarded. Thus, 11 173 probes 

were considered for subsequent analyses of F mDyn.  

In F supC, 1765 probes yielded an intensity level significantly below the background in the 6 

samples and were discarded. In addition, 1113 probes did not yield the flag “detected” in at 

least one of the two biological conditions and were also discarded. Thus, 11031 probes were 

considered for subsequent analyses of F supC. Pairwise T-tests with no correction were done 

by comparing F mDyn roots vs. control roots in F mDyn and F supC roots vs. control roots in F 

supC were done and only those genes with an average FC above 2 (up-regulated) or below 0.5 

(down-regulated) with a p-value<0.05 were considered significant. The normalized and raw 
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microarray data values have been deposited in the Gene Expression Omnibus database 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/geo; accession nos. E-MTAB-8936 and E-MTAB-8937). 

 

Quantitative real-time RT-PCR 

Reverse transcription (RT) and real time quantitative PCR (qRT-PCR) were performed using the 

aliquots of biological replicates as for microarray experiments. For A. glutinosa analyses, RT 

was performed with 5 g of total mRNA using Transcriptor Reverse Transcriptase and oligo 

(dT)15 primer (Roche, Mannheim, Germany). The qRT-PCR were run on a LightCycler 480 

(Roche) using LightCycler 480 SYBR Green I Master (Roche) under the following conditions: 95 

°C for 5 min; 45 cycles of 95 °C for 20 s, 60 °C for 20 s and 72 °C for 15 s. Primer sets were 

designed using ProbeFinder (Roche) and Primer 3 softwares (see supplemental Table S1). Two 

qRT-PCR reactions were run for each biological replicate and each primer set. Expression 

values were normalized using the expression level of the Ag-ubi gene that encodes ubiquitin 

(Hocher et al. 2011a). 

 

Cloning of the agLTP24 gene 

The agltp24 gene was PCR amplified from cDNA prepared as described above using designed 

primers (see supplemental Table S5) under the following conditions: 98 °C for 30 s; 30 cycles 

of 98 °C for 7 s, 63 °C for 20 s and 72 °C for 8 s. The reaction mixture of 50 l PCR contained 

1X Phusion HF buffer, 200 M dNTPs, 0.5 M forward primer, 0.5 M reverse primer, 87 ng 

template DNA and 1-units Phusion DNA Polymerase (NEB, Evry, France). The long primers 

were used to permit obtaining PCR products with 29 nucleotides extremities homologous to 

the multicloning sequence pET30a+ vector (Merck, Molsheim France) to clone using the hot 

fusion method (Fu et al. 2014). The pET30a+ vector was pre-digested with EcoRI and BglII and 

recombination done to yield AgLTP24 with an N-terminal 6xHis tail. The ligation mixture was 

transformed into Escherichia coli DH5  chemocompetent cells (Chung et al. 1989) for plasmid 

DNA propagation and sequencing (pET30a-HIS-AgLTP24, supplemental Figure S3). Plasmids 

DNA were prepared using Nucleospin Plasmid DNA kit (Macherey Nagel, Hœrdt, France) from 

4 independent clones, each E. coli culture grown overnight in 5ml of LB medium at 37 °C with 

shaking. Cloned insert DNA was checked by dideoxy sequencing (Biofidal, Vaulx-en-Velin, 
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France) and used for electrotransformation into iSHuffle T7 lysY E. coli cells (NEB), a strain with 

the capacity to form proteins with disulfide bonds (Lobstein et al. 2012). 

 

AgLTP24 production and purification 

Cultures were grown in LB medium supplemented with kanamycin (40 g.ml-1) at 30 °C at 130 

rpm until log phase was reached (OD600nm ~0,5) then the HIS-AgLTP24 expression was induced 

with 1 mM isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Induced cultures were incubated at 

30 °C for 3 h at 130 rpm and harvested by centrifugation (5100 g for 10 min at 4 °C). Expression 

was analyzed by 4-20 % Tricine SDS-PAGE (Schagger 2006). Pellets were lyzed by freeze thaw 

and resuspended in a binding buffer (100 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazole, pH 7.4). A 

second lysis step was performed using silica beads and Fastprep 24™ 5G (MP Biomedicals, 

Illkirch-Graffenstaden, France). The cell lysate was harvested by centrifugation at 5100 g, 4 °C 

for 30 min and the HIS-AgLTP24 purified using His GravityTrap columns (GE Healthcare, 

Chicago, Il, USA) with modified binding (100 mM Tris, 500 mM NaCl, 5mM imidazole, pH 7.4) 

and elution buffers (100 mM Tris, 500 NaCl, 500 mM imidazole, pH 7.4). Purification of HIS-

AgLTP24 was verified by 4-20 % Tricine SDS-PAGE electrophoresis. Elution fractions were 

applied onto a 3 kDa MWCO Amicon Ultra-15 centrifugal filter (Millipore, Burlington, Ma, USA) 

for buffer exchange with the enterokinase buffer (20 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM CaCl2, pH 

6.8) and concentration. The HIS tag was removed from the mature sequence of AgLTP24 by 

enterokinase treatment (NEB) for 16 h at room temperature. Cleavage was confirmed by 4-20 

% Tricine SDS-PAGE electrophoresis. The enterokinase was removed from the mixture using 

the Enterokinase Removal Kit (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Mo, USA). His tag removal was done 

with a His GravityTrap column (GE Healthcare) using an imidazole free binding buffer (100 mM 

Tris, 500 mM NaCl, pH 7.4). Wash fractions containing AgLTP24 purified were applied to a 3 

kDa MWCO Amicon Ultra-15 centrifugal filter (Millipore) for buffer exchange with NH4+-free 

FBM medium (FBM-). Final concentration was determined using the Qubit Protein Assay Kit 

(ThermoFisher, Villebon-sur-Yvette, France). The purified AgLTP24 protein was further 

analyzed by UPLC-ESI-HRMS, an ultra-performance liquid chromatography Ultimate 3000 

(ThermoFisher, Villebon-sur-Yvette, France) coupled to a high-resolution hybrid quadrupole-

time of flight mass spectrometer (Impact II, Bruker, Bremen, Germany) equipped with an 
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electrospray ionization source (ESI) (Bruker). Instrument control and data collection were 

performed using Data Analysis 5.0 software. 

 

Immunolocalization of AgLTP24 

Immunostaining and fluorescence microscopy were done as described earlier (Login et al. 

2011). An AgLTP24 specific epitope (DKHSTADFEKLAPCGKAAQD) covering a most variable 

region of the gene (Figure 4A), sharing less than 61% of identity with the closest sequences 

proteins sequences in A. glutinosa was selected for chemical synthesis, followed by a two 

month immunization program in rabbit. Polyclonal antibodies were purified using standard 

commercial service and tested by Elisa before use (Covalab, Bron, France). Plant 

immunolocalization was performed on A. glutinosa roots (2.5 dpi) as described above in F 

mDyn. Mature nodules (21 dpi) were also used to localize AgLTP24 in symbiosis. Plant tissues 

were fixed in paraformaldehyde 4 % (wt/vol). Afterward, fixative was replaced by several 

baths of phosphate buffered saline (PBS) before embedding in agar 1.3 %, (wt/vol) and 

dehydration through a graded ethanol series. Samples were then moved in 1-butanol at 4 °C 

until paraffin impregnation with Paraplast Plus (Leica biosystems, Richmond, USA). Wax blocks 

were kept in a cold and dust free place until sectioning. Five m thick tissue sections were 

done using a rotary microtome (HM340E, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) placed 

on poly-lysine coated slides, dried overnight in a 37 °C oven and kept at 4 °C until 

immunostaining. For immunostaining, paraffin sections were dewaxed in 2 baths of 

methylcyclohexane for 10 min, rinsed in ethanol 100 %, and rehydrated through an ethanol 

gradient to PBS. All slides were incubated with 1 % bovine serum albumin (BSA) in PBS during 

30 min prior primary antibody incubation, overnight at 4 °C. Primary antibodies (rabbit anti-

LTP, Covalab) were diluted at 1:200 in PBS containing 0.1 % BSA. Pre-immune serum from the 

same rabbit was used as negative control, in the same conditions as the immune serum. 

Afterward, sections were washed with PBS containing Tween 0.2 %. Then samples were 

incubated with secondary antibodies (Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed 

Secondary Antibody, Alexa Fluor 488, ThermoFisher Scientific), diluted in 0.1 % BSA, for 1 hour 

at room temperature. Sections were then washed with PBS-Tween, rinsed with PBS and with 

several baths of water. Then sections were left to dry on the bench and mounted using Fluoro 

Gel with DABCO™ (Merck) mounting medium with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) added 
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for nuclear staining (3 g per ml of medium). Images were taken with a IX81 epifluorescence 

microscope (Olympus, Tokyo, Japon), using appropriate filters for antibody visualisation of 

green antibodies, DAPI nuclear, and unspecific autofluorescence from tissues. Images were 

processed with ImageJ and image reconstitution of large specimen like roots was done using 

the Stitching Fiji Plugin (Preibisch et al. 2009). T0 non-infected seedlings were used as control. 

Those immunolocalization analyses were done on two independent plants and for each plant, 

at least 3 different organs were observed (nodules, uninfected or infected roots). 

 

Physiological assays with AgLTP24 on Frankia alni ACN14a.  

The antimicrobial activity of AgLTP24 (at 1 M, 2 M and 5 M), was assayed using the resazurin 

assay in 24-well microplates (Greiner bio-one, Les Ulis, France). A 2-week-old Frankia alni 

ACN14a culture grown in FBM medium supplemented with 5mM of NH4Cl (FBM+) was 

centrifuged at 5100 g for 15 minutes, the supernatant was removed, and the pellet was 

homogenized in FBM- by repeated passage through syringes. Using those culture 

homogenates, effects on Frankia were evaluated in 1ml of FBM- per well with a final optical 

density (600 nm) of 0.02 supplemented or not with the corresponding concentration of 

AgLTP24 peptide. Four replicates were made for each condition. Two controls (Frankia alni 

ACN14a in FBM- with and without kanamycin at 40 g.ml-1 final concentration) were 

performed. Microplates were incubated at 28 °C, with shaking at 80 rpm in an incubator. After 

6 days, resazurin (Fisher Scientific) was added to a final concentration of 6.25 g.ml-1 in each 

well and the microplates were incubated at 28 °C, with shaking at 80 rpm for 16 hours in the 

dark. Fluorescence measurements were performed with a microplate reader (infinite 

M200PRO, TECAN, Männedorf, Switzerland) with an excitation wavelength of 530 nm and an 

emission wavelength of 590nm. The results obtained were normalized using the mean 

fluorescence of the negative control.  

A second bioassay was made using an FBM+ culture of Frankia homogenized by syringing 

through a series of needles (21G, 23G, 25G and 27G) and resuspended in 1ml of FBM- at an 

OD600 of 0.1. They were incubated for 10 days at 28°C (5 replicates per kinetic point and per 

condition). At each time point (3, 5, 7 and 10 days), the effects on nitrogen fixation (ARA), 

respiration through iodonitrotetrazolium/formazan respiratory activity (or IRA) and on 

morphology through imagery microscopy (Axioskop 40 epifluorescence microscope, Carl 
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Zeiss) were monitored (Prin et al. 1990, Carro et al. 2015b). For ARA analysis, the acetylene 

was injected in the sealed tubes containing the Frankia cultures 24h before analysis. For both 

bioassays, since data were not normally distributed (Shapiro-Wilk test), mean comparisons 

were performed with a Mann-Whitney test. Statistical analyses and graphic representation 

were made using GraphPad Prism 9.2.0 (GraphPad software Inc; San Diego, CA, USA). 

 

Bioinformatics 

BLAST analyses and GO assignations were performed on Blast2GO v5.2 (www.blast2go.com) 

using BLASTX against the NCBI non-redundant database, Gene Ontology (GOs) and Inter-

ProScan (Conesa et al. 2008). Fishers’ exact test implemented in Blast2GO was used to identify 

significantly enriched GO categories. A GO category was considered significantly enriched only 

when the p-value for that category was < 0.05 after applying the false discovery rate (FDR) 

correction. Molecular mass of proteins and their isoelectric points were calculated using the 

Expasy software (web.expasy.org/protparam/). 

 

SUPPLEMENTAL DATA 

Les figures supplémentaires sont disponibles en Annexes. 

Figure S1: Gene Ontology (GO) analysis. Percent of distribution of genes giving a functional 

annotation (Hit), annotated as unknown protein and those yielding no BLAST in F mDyn/F supC 

up or down-regulated genes (Tables S1 and S2). 

Figure S2: Negative control of immunolocalisation on non- infected roots using antibodies 

anti-AgLTP24 (A) or rabbit serum obtained before intramuscular injection of AgLTP24 epitope 

(B). Blue: DAPI; red: autofluorescence; green: Alexa Fluor 488 dye anti-rabbit antibody (Life 

Technologies, Saint Aubin, France). 

Figure S3: Genetic map of the plasmid used to express AgLTP24 in E. coli. KanR: Kanamycin 

resistance coding sequence, MCS: multiple cloning sites, 6xHis: HisTag coding sequence, 

agltp24: AgLTP24 mature peptide coding sequence.   

Figure S4: RP-UPLC chromatogram and ESI-HRMS mass spe [M+9H]+ m/z 1077.7572; [M+8H]+ 

m/z 1385.5429 ; [M+7H]+ m/z 1212.4770; the theoretical monoisotopic m/z calculated for 

C415H676N123O126S9: is 9686.7760.ctrum of the purified folded AgLTP24 protein.  
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Figure S5: Kinetic assay of Frankia alni ACN14a after addition of AgLTP24. Effects on (A) 

nitrogen fixation through ARA activity (B) respiratory activity through IRA and (C) growth as 

OD 600 nm level. Data are expressed as mean values ± SD. Differences between means were 

assessed by the Mann Whitney test (bilateral and unpaired) compared to control. Graphic 

representation and statistical analysis of results was conducted with GraphPad Prism version 

9.2.0 (GraphPad software Inc; San Diego, CA, USA). *p value <0.05, **p value < 0.01. 

 

Tableaux supplémentaires  

Table S1: List of up- and down-regulated genes during early root hair deformation of Alnus 

glutinosa after 2.5 dpi with Frankia alni ACN14a membrane dynamic contact (F mDyn) and  

compared to nodule condition (21dpi) and compared to non-infected roots. 

Table S2: List of up- and down-regulated genes during early root hair deformation of Alnus 

glutinosa after 2.5 dpi with Frankia alni ACN14a supernatant contact (F supC) and compared 

to nodule condition (21 dpi) and compared to non-infected roots. 

Table S3: List of up- and down-regulated genes during early root hair deformation of Alnus 

glutinosa in both bioassays at 2.5 dpi: membrane dynamic contact with Frankia alni ACN14a 

trapped in a dialysis tube (F mDyn) and with Frankia supernatant contact (F supC) and 

compared to nodule condition (21 dpi) and compared to non-infected roots. 

Table S4: List of GO categories statically found through Fishers’ exact test implemented in 

Blast2GO in F mDyn condition by comparing up-regulated vs down-regulated genes (A) and in 

F mDyn and F sup conditions by comparing up-regulated genes from each condition (B). 

Table S5: Alnus glutinosa primers used. 

Table S6: Validation of microarray results for Basic blue copper protein and AgLTP24 by 

quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (qRT-PCR) in both experiments, 

with Frankia alni ACN14a membrane dynamic (F mDyn) and with F. alni ACN14a supernatant 

contact (F SupC) conditions. 

Table S7: Similarity of AgLTP24 with nsLTPs from NCBI database. Score were obtained after 

NCBI BLASTP using AgLTP24 without signal sequence and against the different plant models. 

Table S8: List of genes encoding transcriptional factors or proteins and involving in CSSP of 

Alnus glutinosa and their level of expression in roots after 2.5 dpi with Frankia alni ACN14a (in 

membrane dynamic (F mDyn) contact or using supernatant (F supC)) or in nodules (21dpi) and 

compared to non-infected roots. 
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      Chapitre 2   -                                                                                      

NsLTPs et symbioses fixatrices d’azote : Distribution, evolution et 

effet d’AgLTP24 sur le transcriptome de Frankia alni ACN14a 
 

PREAMBULE  

Les nsLTPs sont impliqués dans de nombreux processus biologique de la plante dont les 

symbioses fixatrices d’azote chez les plantes nodulantes. Nous avons vu dans le chapitre 1 que 

Alnus glutinosa au contact de son symbiote sécrète des étapes précoces jusqu’à la nodosité 

un peptide, AgLTP24, appartenant à une famille d’AMPs. Ce peptide est adressé aux poils 

racinaires déformés et cible le symbiote dans les cellules infectées de la nodosité au niveau 

des hyphes et des diazovésicules fixatrices d’azote de Frankia. Dans cette partie nous nous 

sommes intéressés à la réponse moléculaire du symbiote face à ce peptide. Dans la nodosité, 

le symbiote doit être viable et efficace pour assurer son activité fixatrice d’azote et les 

échanges trophiques avec l’hôte. Ainsi, nous avons étudié la réponse moléculaire de Frankia 

alni ACN14a face à des concentrations sub-inhibitrices d’AgLTP24. Grâce à cette analyse 

transcriptomique, il semblerait que Frankia, au contact du peptide, fait face à un stress qu’elle 

est capable de gérer grâce à une stratégie permettant le maintien de ses activités respiratoires 

et de fixation d’azote. Dans les symbioses actinorhiziennes, ce travail constitue la première 

analyse de la réponse moléculaire de F. alni ACN14a face à un AMP produit par l’hôte lors de 

la nodulation. De plus, ces données transcriptomiques ouvrent de nouvelles perspectives 

d’étude sur d’éventuelles mécanismes de résistance de Frankia face à un AMP. 

Certains AMPs de la famille des nsLTPs ont été décrits comme impliqués dans les symbioses 

fixatrices d’azote formées par de plantes nodulantes du clade RNF : les légumineuses et les 

plantes actinorhiziennes avec l’étude d’AgLTP24. C’est pourquoi, nous avons recherché les 

nsLTPs chez des plantes nodulantes et non nodulantes du clade RNF et mené une analyse 

phylogénétique afin d’étudier l’histoire évolutive de cette famille dans les symbioses fixatrices 

d’azote.  
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Pour cet article, j’ai réalisé la production et la purification du peptide. J’ai analysé avec Hasna 

Boubakri, Petar Pujic et Philippe Normand les résultats les résultats des données obtenues par 

RNAseq. J’ai construit les amorces ciblant les nsLTPs prédites d’A. glutinosa pour les rt-qPCRs 

qui ont été ensuite menées par Pascale Fournier. Pour la recherche des nsLTPs, j’ai identifié 

les outils et la méthode d’identification puis Jean Keller a écrit le script python nsLTPFinder en 

ajoutant la recherche par expression régulière. J’ai utilisé ce script pour rechercher les nsLTPs 

dans les 15 protéomes de plantes. J’ai réalisé l’alignement des séquences codantes ces nsLTPs, 

le nettoyage de l’alignement et l’analyse phylogénétique. J’ai analysé cet arbre 

phylogénétique avec Jean Keller. J’ai classé les nsLTPs par type selon les classifications 

proposées dans la littérature.  J’ai recherché les données transcriptomiques disponibles dans 

la littérature pour obtenir le niveau d’expression des nsLTPs dans des nodosités fonctionnelles 

pour les 4 plantes nodulantes. J’ai réalisé toutes les représentations graphiques et les analyses 

statistiques. J’ai rédigé la totalité du manuscrit avec les corrections d’Hasna Boubakri, Petar 

Pujic, Philippe Normand et Jean Keller.  
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SUMMARY 

Non-specific lipid transfer proteins (nsLTPs) are secreted peptides classified as antimicrobial 

peptides, present in all plant lineages and tissues. They contain a hydrophobic cavity that 

allows to bind and transfer lipid molecules and are involved in several plant biological 

processes including nitrogen fixing symbiosis. Nodulating plants belonging to the root nodule 

nitrogen fixation (RNF) clade can establish symbioses with nitrogen fixing bacteria rhizobia 

and Frankia by forming a nodule within the roots. The nsLTPs family is involved in nitrogen 

fixing symbiosis at early and nodule stages in both rhizobia and Frankia associated plant 

species. In Medicago trucatula and Astragalus sinicus, nsLTPs (Mtn5 and AsE246 respectively) 

could regulate symbiont invasion, promote root cortex infection, membrane biosynthesis and 

symbiosis efficiency. In actinorhizal plants, only one has been studied in Alnus glutinosa, 

AgLTP24, which localised in nodule around Frankia’s nitrogen fixing vesicles and inhibits 

nitrogen fixation, in vitro, at the highest concentrations tested. 

Here, the molecular response of the symbiont to AgLTP24 at sub-inhibitory concentration was 

investigated using RNAseq and it appears that Frankia copes with a stress by maintaining its 

respiratory and nitrogen fixation activities. In addition, transcriptomic data permitted to 

identify several genes potentially involved in AMP resistance. As nsLTPs are still poorly 

described in nitrogen fixing symbioses we identified nsLTPs in RNF plants species to investigate 

their distribution and their evolution history in nitrogen fixing symbiosis. Thus, 31 genes 

potentially involved in symbiosis were identified in two legumes and three actinorhizal plants. 
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Furthermore, phylogenetic analysis revealed that the function of nsLTPs in symbiosis would 

have evolved independently in nitrogen fixing symbiosis. 

This study constitutes the first analysis of the Frankia alni ACN14a 's molecular response to an 

AMP and provides a first insight on how Frankia responds to nsLTPs produced during 

symbiosis. More broadly, since little is known about the role of these nsLTPs in symbiosis, our 

study allowed the identification of nsLTPs that may be involved in symbiosis and constitutes a 

first step to assess nsLTPs evolutionary history in the nitrogen-fixing symbiosis. 

 

Keywords: antimicrobial peptide, Lipid transfer protein, nitrogen fixation, symbiosis, transcriptomic 

 

INTRODUCTION 

Root nodule nitrogen fixation (RNF) symbioses are established in plants of the orders Fabales, 

Fagales, Cucurbitales and Rosales and the nitrogen fixing bacteria rhizobia and Frankia. 

Nitrogen-fixing bacteria rhizobia establish symbioses with plants of the order Fabales and the 

species Parasponia (Rosales). The actinobacteria Frankia have a wider spectrum and establish 

symbiosis with Fagales, Cucurbitales and Rosales comprising about 220 plant species 

(Svistoonoff et al. 2014). Bacteria in contact with the plant roots induce root hairs 

deformation. In these deformed root hairs, the plant establishes an infection thread to guide 

the symbiont into the cortical parenchyma from which nodule formation is triggered (Berry et 

al. 1983). In this nodule, the bacterium fixes atmospheric nitrogen and thus provides 

nitrogenous compounds to the plant, which in exchange transfers organic compounds derived 

from photosynthesis (Berry et al. 2011). The recognition, entry and maintenance of the 

bacterium in the nodule require a fine coordination on the part of both partners, which is 

established through a molecular dialogue between the two partners.  

In Alnus glutinosa, which grows in pioneer biotopes such as volcanic ashes, glacial moraines 

and mine spoils (Normand et al. 2019) physiological and transcriptomic studies on pre-nodules 

and nodules colonized by Frankia allowed the identification of symbiotic mechanisms such as 

the common symbiotic signalling cascade (Hocher et al. 2011a). Recently, plant transcriptomic 

data at early stage of symbiosis showed the activation of the plant immunity response, while 

the recognition of Frankia switches off part of the defence system to ensure nodulation 

(Gasser et al. 2022, submitted). It turns out that 80% of the overexpressed genes encode 
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secreted peptides that could be involved in the symbiosis. Among these peptides, some 

qualified as antimicrobial peptides (AMPs), are described in the literature as part of the plant's 

innate immunity (Edqvist et al. 2018). However, these AMPs also have a crucial role during 

symbiosis such as the defensin AgDef5 (Carro et al. 2015) or AgLTP24 belonging to the non-

specific lipid transfer protein (nsLTPs) family (Gasser et al 2022, submitted). 

The nsLTPs are small secreted peptides with 4 disulphide bridges formed by a conserved 8 

Cysteines Motif (8CM): "C-Xn-C-Xn-CC-Xn-CXC-Xn-C-Xn-C" (Boutrot et al. 2008). These 

disulphide bridges stabilize 4 alpha helices and give rise to a hydrophobic tunnel-like cavity 

allowing the binding and transport of hydrophobic molecules (Edqvist et al. 2018). The 

structure of nsLTPs allows them to resist heat, denaturing agents, and proteases (Lindorff-

Larsen et al. 2001). nsLTPs are widely distributed in plant tissues and in all land plants and it is 

hypothesized that nsLTPs evolved early in plant evolution (Edstam et al. 2011, Fonseca-García 

et al. 2021). nsLTPs are involved in several biological processes such as stress resistance, 

reproduction, germination, plant defence against pathogen attacks, cuticle formation, pollen 

tube formation and nitrogen fixing symbioses (Pii et al. 2013, Lei et al. 2014, Edqvist et al. 

2018, Zhou et al. 2019). Concerning symbioses, these nsLTPs are secreted by legumes, 

Medicago truncatula, Astragalus sinicus (Chinese milk vetch), and Phaseolus vulgaris, in 

contact with their symbiont at the early stage of nodulation and at nodule stage (Pii et al. 

2009, Santi et al. 2020, Fonseca-García et al. 2021). M. truncatula secretes an nsLTPs, MtN5, 

which regulate symbiont invasion into the root epidermis and promote infection in the root 

cortex (Pii et al. 2009, Pii et al. 2012, Pii et al. 2013, Santi et al. 2017). Another M. truncatula 

nsLTPs, MtLTP7, expressed in the pre-nodule and in the nodule, regulates the primordia 

invasion (Santi et al. 2020). In A. sinicus an nsLTP, AsE246 is also expressed at early and late 

stages of symbiosis and is localized on the symbiosome membrane, could be involved in 

membrane biosynthesis and symbiosis efficiency (Lei et al. 2014).  

Focusing on actinorhizal symbiosis, at the early stage, A. glutinosa addresses AgLTP24 to the 

deformed root hairs induced after contact with Frankia and target the symbiont’s nitrogen 

fixing vesicles in infected plant cell at nodule stage (Gasser et al. 2022, submitted). Vesicles 

are differentiated Frankia cells with a hopanoid lipids-enriched wall for control of oxygen that 

would otherwise inhibit nitrogenase (Berry et al. 1993). This peptide above 100nM, inhibits 

Frankia nitrogen fixation in vitro and lowest concentration does not impact Frankia 
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physiology. In natura, AMP concentration required to be bactericidal is not always achievable, 

and recent studies have shown that a sub-inhibitory dose induces effects at a molecular level 

(Vasilchenko et al. 2019). In the nodule, it is likely that the plant secretes a sub-inhibitory dose 

of AgLTP24 targeting the nitrogen-fixing vesicles of Frankia considering that in planta the 

symbiont is viable with efficient nitrogen-fixing activity. Therefore, in this study the molecular 

response of the symbiont to a sub-inhibitory dose of AgLTP24 was investigated. To enlarge 

our investigation, the distribution and evolutionary history of nsLTPs among 15 nodulating 

and non-nodulating plant species were reviewed and thus provide insights into the 

involvement of nsLTPs in nitrogen fixing symbioses. For five nodulating plants, we coupled 

these data with the gene’s differential expression values in the nodule. Thus, 31 genes 

encoding nsLTPs, which could be involved in symbiosis including 17 nsLTPs in actinorhizal 

plants, were identified. Moreover, a phylogenetic analysis was conducted to unravel the 

evolutionary history of the nsLTPs family in RNF plants and showed that nsLTPs function in 

symbiosis would have evolved independently, which would point to a convergence of function 

in symbiosis. 

 

RESULTS 

Molecular response of Frankia alni ACN14a to AgLTP24 through RNAseq 

A previous study had demonstrated that agltp24 was highly expressed in A. glutinosa from an 

early stage of infection to the late stage corresponding to nodule (Gasser et al. 2022, 

submitted). After biological production and purification of this peptide, a bioassay was 

performed by adding this peptide to Frankia cultures, which showed that AgLTP24 above 

100nM inhibited Frankia nitrogen fixation (Gasser et al. 2022, submitted). Therefore, the 

molecular response of Frankia alni ACN14a under N-replete conditions in contact or not with 

a sub-inhibitory concentration of AgLTP24 (1nM) was investigated using RNAseq method 

(Table 1, Table 2). Physiological measurements such as ARA, IRA and growth (OD600nm) were 

conducted on these assays (see materials and methods) and confirmed that AgLTP24 did not 

affect Frankia physiology as shown earlier (Supplementary Fig. S1) (Gasser et al. 2022, 

submitted). 

Transcriptomic analysis showed 107 up-regulated genes (Table 1), and 35 down-regulated 

genes (Table 2) when AgLTP24 was added to Frankia culture.  
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Table 1: Frankia alni ACN14a overexpressed gene in N-replete condition supplemented with AgLTP24 
versus N-replete conditions.  
p-value adjusted (padj)  0,05 and Log2FoldChange  1. Gene label, name and annotation come from 
Genoscope database.  
          
Label Name Log2FoldChange padj Annotation 
FRAAL1882   5,01 5,57E-03 Small heat shock protein 
FRAAL4716   4,14 3,89E-02 Putative oxidoreductase 
FRAAL6701 groL 4,10 4,24E-04 chaperone Hsp60 (GroEL), part of GroE chaperone system 
FRAAL4715   3,87 3,95E-02 Putative transcriptional regulator of the TetR family 
FRAAL1884 ribD 3,55 1,10E-03 Putative riboflavin/cytosine deaminase (partial) 
FRAAL0166   3,46 4,42E-03 conserved hypothetical protein; putative membrane protein 
FRAAL5655 sdhB 3,40 4,90E-03 Succinate dehydrogenase iron-sulfur protein 
FRAAL1764 lon 3,29 2,11E-03 DNA-binding ATP-dependent protease La; heat shock K-protein 
FRAAL2325   3,23 4,90E-03 putative 3-(3-hydroxy-phenyl)propionate hydroxylase, FAD/NAD(P)-binding 
FRAAL5654 sdhA 3,10 5,06E-03 Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit A 
FRAAL6439   3,07 1,30E-02 putative MoxR-like regulatory protein 
FRAAL5653 sdhC 3,04 5,57E-03 Succinate dehydrogenase cytochrome B subunit 
FRAAL6438   2,95 8,43E-03 hypothetical protein 
FRAAL6814 nifV 2,94 4,90E-03 Nitrogenase-associated homocitrate synthase 
FRAAL5037 livG 2,88 7,01E-03 high-affinity branched-chain amino acid transport protein (ABC superfamily, 

atp_bind) 
FRAAL6643 clpB 2,82 4,90E-03 ATP-dependent protease, Hsp 100, part of multi-chaperone system with DnaK, 

DnaJ, and GrpE 
FRAAL0168   2,81 1,56E-02 hypothetical protein; putative signal peptide; putative Dyp-type peroxidase 

domain 
FRAAL6804 nifZ 2,79 5,06E-03 NifZ protein 
FRAAL4308 copD 2,79 7,90E-03 Copper resistance membrane protein 
FRAAL2326   2,76 2,55E-02 hypothetical protein; Putative serine-threonine protein kinase 
FRAAL0988   2,69 5,06E-03 putative regulator 
FRAAL6807   2,62 4,62E-03 conserved hypothetical protein 
FRAAL6813 nifH 2,62 1,11E-02 Nitrogenase iron protein (Nitrogenase component II) (Nitrogenase Fe protein) 

(Nitrogenase reductase, Dinitrogenase reductase) 
FRAAL1134 groL 2,61 5,55E-03 chaperone Hsp60 (GroEL), part of GroE chaperone system 
FRAAL0989   2,61 1,16E-02 Cation-transporting P-type ATPase A 
FRAAL6812 nifD 2,60 9,91E-03 Nitrogenase molybdenum-iron protein alpha chain (Nitrogenase component I) 

(Dinitrogenase) 
FRAAL6811 nifK 2,59 1,65E-02 Nitrogenase molybdenum-iron protein beta chain (Nitrogenase component I) 

(Dinitrogenase) 
FRAAL1133 groS 2,58 6,17E-03 chaperone Hsp10 (GroES), part of GroE chaperone system 
FRAAL6638   2,57 1,41E-02 hypothetical protein 
FRAAL6640 grpE 2,56 1,52E-02 heat shock protein (HSP-70 cofactor) 
FRAAL4648   2,50 3,88E-02 (2,3-dihydroxybenzoyl)adenylate synthase (2,3-dihydroxybenzoate-AMP 

ligase; Dihydroxybenzoic acid- activating enzyme) 
FRAAL4645 cetJ2 2,48 2,55E-02 conserved hypothetical protein 
FRAAL6859   2,47 1,43E-02 conserved hypothetical protein 
FRAAL4644 cetJ3 2,42 2,98E-02 conserved hypothetical protein 
FRAAL2286   2,42 1,16E-02 Putative WhiB-family transcriptional regulator; putative role in cell cycle 

control 
FRAAL6639 dnaK 2,41 2,01E-02 chaperone Hsp70 in DNA biosynthesis/cell division 
FRAAL5036   2,38 1,21E-02 putative high-affinity branched-chain amino acid transport protein (ABC 

superfamily, atp_bind) 
FRAAL1506   2,36 4,90E-03 hypothetical protein 
FRAAL4245   2,35 7,01E-03 hypothetical integral membrane protein 
FRAAL1607   2,34 4,35E-02 putative integral membrane protein 
FRAAL6437   2,34 1,64E-02 Putative transglutaminase, putative cysteine proteases, putative membrane 

protein 
FRAAL5911   2,33 1,63E-02 hypothetical protein; putative signal peptide 
FRAAL6335   2,32 2,91E-02 hypothetical protein 
FRAAL6641 dnaJ 2,32 1,98E-02 heat shock protein (Hsp40), co-chaperone with DnaK 
FRAAL6197   2,28 4,92E-02 hypothetical protein; putative signal peptide 
FRAAL6808 nifX 2,26 4,59E-02 NifX protein 
FRAAL0596   2,20 4,24E-04 Putative regulator 
FRAAL1002   2,13 3,31E-02 Putative cytochrome C biogenesis membrane protein 
FRAAL6802 erpA 2,13 2,19E-02 Conserved hypothetical protein; Thioredoxin-like domain 
FRAAL6860   2,13 3,70E-02 Putative 1L-myo-inositol-1-phosphate synthase 
FRAAL0060   2,11 1,21E-02 putative transcription regulator protein 
FRAAL6803 nifB 2,08 2,09E-02 FeMo cofactor biosynthesis protein nifB 
FRAAL1763   2,07 2,19E-02 hypothetical protein 
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FRAAL6337   2,06 1,68E-02 hypothetical protein 
FRAAL5912 sigE 2,01 4,97E-02 Putative RNA polymerase ECF-subfamily sigma factor 
FRAAL1001   1,98 2,55E-02 Thiol:disulfide interchange protein helX precursor (Cytochrome c biogenesis 

protein helX) 
FRAAL4136   1,98 3,31E-02 Putative iron sulphur protein (Putative secreted protein) 
FRAAL4747   1,97 2,80E-02 Putative stress-inducible protein; putative adenine nucleotide-binding domain 
FRAAL6642   1,97 1,72E-02 putative heat shock protein hspR 
FRAAL6118   1,91 1,43E-02 putative glycosyltransferase 
FRAAL5016   1,91 4,59E-02 hypothetical protein 
FRAAL5461   1,82 2,25E-02 putative Epoxide hydratase 
FRAAL5462   1,80 5,06E-03 putative TetR-family transcriptional regulator 
FRAAL3287   1,76 2,20E-02 Glycine-rich cell wall structural protein 
FRAAL1786   1,74 2,20E-02 hypothetical protein 
FRAAL4148   1,73 2,91E-02 hypothetical protein 
FRAAL3704   1,73 4,65E-02 putative TetR-family transcriptional regulator 
FRAAL5121   1,70 4,15E-02 putative integral membrane protein 
FRAAL4491 oxyR 1,69 5,06E-03 transcriptional regulator of oxidative stress, regulates intracellular hydrogen 

peroxide (LysR family) 
FRAAL4781   1,68 4,22E-02 conserved hypothetical protein 
FRAAL0075   1,67 2,98E-02 conserved hypothetical protein 
FRAAL3899   1,66 1,98E-02 putative ATP/GTP binding protein; putative beta WD-40 repeat and TPR 

domains 
FRAAL0863   1,66 1,21E-02 RicinB lectin 
FRAAL0081   1,65 1,21E-02 Manganese transport system ATP-binding protein 
FRAAL1576   1,63 4,22E-02 hypothetical protein; putative signal peptide 
FRAAL6408   1,63 5,06E-03 conserved protein of unknown function 
FRAAL6119   1,62 1,64E-02 putative succinoglycan biosynthesis protein 
FRAAL5109 qcrB 1,61 2,19E-02 Ubiquinol-cytochrome c reductase cytochrome b subunit 
FRAAL1508   1,59 5,06E-03 hypothetical protein; putative membrane protein 
FRAAL5649   1,59 1,21E-02 Integral membrane protein with Succinyl-CoA ligase domain 
FRAAL6227   1,52 1,86E-02 putative NADH dehydrogenase 
FRAAL5552   1,51 2,58E-02 hypothetical protein; putative signal peptide 
FRAAL4430   1,47 1,21E-02 hypothetical protein; putative signal peptide 
FRAAL1766   1,45 3,88E-02 Putative pirin-like protein 
FRAAL1505 murI 1,43 2,98E-02 Glutamate racemase 
FRAAL0938   1,43 3,56E-02 putative molybdopterin converting factor 
FRAAL1699 groL 1,39 1,56E-02 chaperone Hsp60 (GroEL), part of GroE chaperone system 
FRAAL4024   1,38 2,79E-02 putative monooxygenase with luciferase-like ATPase activity 
FRAAL1427   1,35 4,97E-02 Short-chain dehydrogenase/oxidoreductase with several Glucose/ribitol 

dehydrogenase and 17-Beta hydroxysteroid dehydrogenase domains 
FRAAL6502   1,35 6,17E-03 conserved hypothetical protein 
FRAAL1154 accD 1,33 2,55E-02 Acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl transferase subunit beta (ACCASE 

beta chain) 
FRAAL0924   1,33 4,97E-02 Putative MarR-family transcriptional regulator; putative signal peptide 
FRAAL2626   1,33 1,43E-02 hypothetical protein 
FRAAL5351   1,31 4,90E-02 Putative Na+/H+ antiporter; putative membrane protein 
FRAAL5685   1,29 4,45E-02 Membrane-bound Ribonuclease BN 
FRAAL5137   1,29 1,88E-02 hypothetical protein 
FRAAL4890   1,25 2,19E-02 Putative transcriptional regulator (partial match) 
FRAAL1577   1,24 3,56E-02 Short-chain dehydrogenase, NAD(P)-binding domain 
FRAAL1016   1,23 1,65E-02 hypothetical protein 
FRAAL0229   1,22 4,57E-02 hypothetical protein 
FRAAL6260   1,22 2,55E-02 Secreted subtilisin-like serine protease 
FRAAL2542   1,21 2,01E-02 Non-ribosomal peptide synthetase 
FRAAL1157 sucD 1,13 3,88E-02 succinyl-CoA synthetase, alpha subunit, NAD(P)-binding 
FRAAL5156 lipB 1,11 4,85E-02 Lipoyltransferase (Lipoyl-[acyl-carrier protein]-protein -N-lipoyltransferase) 

(Lipoate-protein ligase B) 
FRAAL5646 fecD 1,02 4,97E-02 citrate-dependent iron (III) transport protein (ABC superfamily, membrane) 
FRAAL4818   1,02 1,16E-02 hypothetical protein 
FRAAL6723   1,01 3,51E-02 hypothetical protein; putative ATPase domain 
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Table 2: Frankia alni ACN14a underexpressed gene in N-replete condition supplemented with 
AgLTP24 versus N-replete conditions.  
p-value adjusted (padj)  0,05 and Log2FoldChange  -1. Gene label, name and annotation come from 
Genoscope database.  
          
Label Name Log2FoldChange padj Annotation 
FRAAL3352   -1,02 1,63E-02 putative Phosphatidylinositol diacylglycerol-lyase 
FRAAL0541   -1,05 2,19E-02 putative dehydrogenase/oxidoreductase 
FRAAL0375   -1,11 2,97E-02 Putative GntR-family transcriptional regulator 
FRAAL0640   -1,13 1,21E-02 Putative secreted cell wall peptidase 
FRAAL2594   -1,16 1,98E-02 Putative epoxide hydrolase 

FRAAL1590   -1,19 2,80E-03 
putative conserved protein; glyoxalase and dihydroxybiphenyl 
dioxygenase domain 

FRAAL2705   -1,19 2,98E-02 hypothetical protein 
FRAAL6479   -1,20 3,47E-02 Short-chain dehydrogenase 
FRAAL3995   -1,22 3,58E-02 putative hydrolase 
FRAAL2484   -1,32 2,19E-02 conserved hypothetical protein 
FRAAL3997   -1,38 7,64E-03 conserved hypothetical protein 

FRAAL4133   -1,42 3,45E-02 
putative glutathione S-transferase enzyme with thioredoxin-like 
domain 

FRAAL2519   -1,43 3,09E-02 Putative short-chain dehydrogenase 
FRAAL2937   -1,45 2,25E-02 hypothetical protein 
FRAAL3838   -1,46 4,97E-02 hypothetical protein; putative signal peptide 
FRAAL3585   -1,48 3,31E-02 Putative esterase 
FRAAL3774   -1,54 2,55E-02 hypothetical protein 
FRAAL1571   -1,57 1,64E-02 Putative acyl-CoA dehydrogenase 
FRAAL0744   -1,59 5,55E-03 hypothetical protein; putative endonuclease domain 
FRAAL2938   -1,62 8,43E-03 putative protein kinase 
FRAAL3965   -1,63 2,11E-02 hypothetical protein; putative signal peptide 
FRAAL2509   -1,63 3,31E-02 putative 3-ketoacyl-CoA thiolase 
FRAAL0201   -1,67 2,98E-02 Putative cytochrome P450 reductase 
FRAAL3923   -1,69 4,22E-02 putative cytochrome P450 
FRAAL0376   -1,71 1,88E-02 Cytosine/purine/uracil/thiamine/allantoin permease family protein 
FRAAL4527   -1,71 5,57E-03 putative Glycoside hydrolase 
FRAAL2508   -1,73 2,63E-02 protein associated with acetyl-CoA C-acyltransferase 
FRAAL0316   -1,76 1,43E-02 Carveol dehydrogenase. 
FRAAL0200   -1,87 6,87E-04 NAD+-dependent aldehyde dehydrogenase 
FRAAL2706   -1,89 1,98E-02 hypothetical protein 
FRAAL0348   -1,90 1,30E-02 putative 6-methylsalicylic acid synthase 
FRAAL2076 narK -2,00 2,91E-02 Nitrite membrane extrusion protein 
FRAAL2707   -2,00 1,43E-02 Coenzyme PQQ synthesis protein 
FRAAL2513   -2,00 2,19E-02 Putative Acyl-CoA dehydrogenase 
FRAAL3766   -2,65 1,52E-02 hypothetical protein 

 

Among the under-expressed genes, only one gene was annotated (nark), the others were not 

described enough to provide further information. Among up-regulated genes, some encoded 

chaperones involved in refolding protein and proteins for repairing DNA damages were 

overexpressed such as groL, groS, lon and a gene cluster (FRAAL6639-FRAAL6643) with dnaK, 

grpE, dnaJ, and clpB. Genes encoding putative proteins involved in cell 

wall/membrane/envelope biogenesis were also induced such as FRAAL6118 and FRAAL6119 

encoding a glycosyltransferase and a succinoglycan biosynthesis protein, respectively. Other 

upregulated genes encode membrane transporters such as, ABC transporters, manganese 

transport, cation transporting P-type ATPase A and a citrate transporter (fecD). 
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Several genes encoding enzymes involved in energy conversion and metabolism, aerobic 

respiration (succinate dehydrogenase, cytochromes) and nitrogen fixation (nif genes) were 

overexpressed while narK allowing nitrate and nitrite import were repressed. However, 

obtained physiological results confirmed that Frankia alni ACN14a nitrogen fixing and 

respiratory activities were similar with or without AgLTP24. 

 

nsLTPs identification and characterisation 

During symbiosis, A. glutinosa produces and secretes AgLTP24 which targets the symbiont in 

the nodule and triggers in Frankia a mild molecular response. This nsLTPs is the only one that 

has been identified as involved in actinorhizal symbioses and three other (Mtn5, MtLTP7 and 

AsE246) has been described as involved in symbiosis between Fabales and rhizobia (Pii et al. 

2009, Pii et al. 2012, Pii et al. 2013, Lei et al. 2014, Santi et al. 2017, Santi et al. 2020). To 

analyze the nsLTP distribution, we mined the proteomes of nodulating and non-nodulating 

plants distributed in the RNF clade as well as Arabidopsis thaliana belonging to the Brassicales 

order (Table 3).  

 

Table 3: nsLTPs characteristics 
  

Species Order Nodulating 
Nbr of up and 

down regulated 
gene in nodule 

nsLTPs total 
nsLTPs number by Type 

I II III IV V VI VIII IX XI NA 

Alnus glutinosa Fagales Yes 15 37 6 4 1 4 3 2 1 0 0 16 
Casuarina glauca Fagales Yes 5 23 4 3 1 2 2 3 0 0 0 8 
Juglans regia Fagales No - 36 10 1 0 3 3 2 2 1 0 14 
Quercus lobata Fagales No - 48 10 2 0 1 4 5 3 1 2 20 
Datisca glomerata Cucurbitales Yes 12 33 7 1 1 3 3 1 2 1 0 14 
Cucumis sativus PI183967 Cucurbitales No - 36 4 6 1 1 2 0 0 1 3 18 
Discaria trinervis Rosales Yes - 35 7 4 0 4 0 2 1 0 0 17 
Dryas drummondii Rosales Yes - 39 8 3 0 5 1 1 3 1 0 17 
Parasponia andersonii Rosales Yes 10 45 10 4 0 2 1 1 0 0 0 27 
Pyrus communis Rosales No - 42 8 2 2 4 2 1 2 1 0 20 
Lupinus albus Fabales Yes - 75 24 8 0 2 0 1 1 1 0 38 
Medicago truncatula Fabales Yes 28 91 40 4 1 3 2 4 1 1 0 35 
Chamaecrista fasciculata Fabales Yes - 41 8 3 0 6 2 0 1 1 1 19 
Nissolia schottii Fabales No - 34 9 1 1 2 0 0 1 0 1 19 
Arabidopsis thaliana Brassicales No - 90 11 13 3 5 3 3 4 2 2 44 

Total 
number 705 166 59 11 47 28 26 22 11 9 326 

% 100 24 8 2 7 4 4 3 2 1 46 

nsLTPs in nodulating plants species 
number 419 114 34 4 31 14 15 10 5 1 191 

% 100 27 8 1 7 3 4 2 1 0 46 

 

Because their sequences are hypervariable, nsLTPs are described as plant AMPs and cannot 

be retrieved exhaustively using keywords search and BLAST analyses (Santos-Silva et al. 2020). 

Therefore, a Python wrapper script, nsLTPFinder 
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(https://github.com/jeankeller/nsLtpFinder.git) was used to identify nsLTPs containing a N-

terminal signal peptide, with a mature nsLTPs containing a conserved 8 Cysteines Motif (8CM), 

characteristic of this peptide family (Supplementary Fig. S2). The 8CMs allowing disulphide 

bridge formations was initially predicted using HMMERSEARCH and for maximum coverage of 

sequence variability, the identification was confirmed using regular expression approach, 

which identifies 8CM containing proteins without considering sequence similarity. For all 

identified nsLTPs, the 8CM were manually checked (see materials and methods). 

Among the 15 proteomes, 705 putative nsLTPs were predicted (Table 3 and Supplementary 

Table S1). The number of predicted nsLTPs (Table 3) varies according to and the plant orders 

analysed. Indeed, species containing the lowest number of predicted nsLTPs (33 to 36) are 

found in all plants orders belonging to the RNF clade. Moreover, the species belonging to the 

RNF clade with the highest number of predicted nsLTPs (>70) were nodulating plant belonging 

to the Fabales order (Luteus albus and Medicago truncatula). However, these results are 

unlikely to indicate a link between nsLTPs and symbiosis because the Brassicaceae, A. thaliana 

has the highest number of predicted nsLTPs (90). The number of nsLTPs is not correlated with 

the ability of the species to nodulate (Table 3). Indeed, nodulating plants had between 23 and 

91 nsLTPs predicted and non-nodulating plants between 34 and 90 nsLTPs. Similarly, 

nodulating and non-nodulating plants belonging to the same order have a similar number of 

nsLTPs: in Rosales, Pyrus communis and Parasponia andersonii have 42 and 45 predicted 

nsLTPs respectively, for Cucurbitales: Cucumis sativus and Datisca glomerata have 36 and 35 

predicted nsLTPs respectively and for Fagales Juglans regia and A. glutinosa have 36 and 37 

predicted nsLTPs respectively. Moreover, plant proteomes used in this study do not have the 

same level of annotation, thus the number of nsLTPs predicted for these species are 

susceptible to evolve with the high resolution of genome sequencing or proteomic studies. To 

go further, the nsLTPs were grouped according to the classification proposed by Boutrot et al. 

(Boutrot et al. 2008) with the addition of the XI type proposed by Li et al. (Li et al. 2014) (Table 

3, Supplementary Table S1). Only 54% of the predicted nsLTPs in this dataset could be 

classified and the most represented was type I with 24%. We did not find sequences belonging 

to types VII and X in these proteomes. Furthermore, for nodulating plants, there is no over- or 

under-representation of types compared to non-nodulating plants (Table 3). The 326 other 

sequences did not correspond to any type of classification. These untyped nsLTPs are grouped 
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in clades with typed nsLTPs at the phylogenetic level and share the same conserved protein 

motifs (Fig. 1). Indeed, a conserved protein motif analysis using MEME suite were conducted

and showed that the majority of nsLTPs grouped in the same phylogenetic clade shared mostly 

the same conserved protein motifs (Fig. 1). In addition, the tools used to predict nsLTPs 

identify some with a large domain composed by more than 40 amino acids between the 

second and third cysteine of the 8CM. This domain is rich in proline, aspartic acid and histidine.

Fig. 1. Phylogenetic tree representing nsLTPs evolution in nitrogen fixing symbiosis. 
Unrooted maximum-likelihood phylogenetic tree of nsLTPs from RNF plants (see Table 3) was 
constructed with IQ-TREE. The colored circles correspond to the nsLTPs type and the unannotated one
are those that do not correspond to any type. The triangles represent the overexpressed gene 
encoding nsLTPs at the nodule stage. The schematic representation of conserved protein motifs 
predicted with the MEME suite is shown outside the tree. 

nsLTPs expression during nodulation and evolution history in nodulating plants

Regarding the ability to establish or not symbiosis, there is no correlation between number of 

predicted nsLTPs and the abundance of each nsLTP type (Table 3). To determine which nsLTPs 
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might be involved in symbiosis, the differential expression of their genes at the nodule stage 

were investigated. Therefore, we collected differential expression data of genes encoding 

nsLTPs in nodules for species belonging to the four orders of RNF clade: two plants establishing 

symbioses with rhizobia (M. truncatula and P. andersonii) and three actinorhizal plants 

establishing symbiosis with Frankia (A. glutinosa, Casuarina glauca and D. glomerata). For A. 

glutinosa, 37 nsLTPs (AgLTPs) were identified, previous transcriptomic data based on EST 

microarrays led to the identification of three genes (corresponding to 3 ESTs) differentially 

expressed in the nodule (Log2FoldChange >1 or <-1). (Supplementary Table S2). A fourth EST 

has been found but matches both with agltp1 and agltp3 as their sequences share a high 

percentage of identity. Thus, for A. glutinosa in association with Frankia alni ACN14a EST data 

were deepened using qRT-PCR targeting all genes encoding AgLTPs to characterize differential 

expression in the nodule compared to non-infected roots. We retrieved the differential 

expression of 49% of A. glutinosa gene encoding nsLTPs. Furthermore, qRT-PCR data 

confirmed the EST expression data and were able to distinguish the expression of agltp1 and 

agltp3 and (Fig. 2, Supplementary Table S2). We deepened the differential expression data 

with 10 genes encoding AgLTPs differentially expressed in the nodule: 4 overexpressed and 6 

underexpressed (Fig. 2, Supplementary Fig. S2). Among them, agltp30, such as agltp24, was 

highly expressed in nodules (Log2FC=8) (Supplementary Table S2). 

Fig.2. Gene encoding nsLTPs differential expression at nodule stage  
Graphic representing the differential of the genes encoding nsLTPs at nodule stage. The x-axis indicates 
the gene name, y-axis level expression in Log2FoldChange (overexpressed Log2FC>1 and 
underexpressed genes <-1). For A. glutinosa nsltps expression at nodule stage, qRT-PCR data are 
represented (this study). The genes expression of the four other plants were retrieved from databases 
(see materials and methods).  
 

A. glutinosa C. glauca D. glomerata M. truncatula P. andersonii
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 In the transcriptomes atlas of the three other nodulating plants, the expression of 67 genes 

encoding nsLTPs were retrieved among the 192 nsLTPs identified, 26 overexpressed and 29 

underexpressed in the nodule compared to non-infected roots (Fig. 2, Supplementary Fig. S3). 

These include, agltp24 (Log2FC = 9.93), mtn5 (Log2FC=4.12) and mtnsltp54 (Log2FC=1.76) 

already described as involved in nitrogen fixing symbiosis. MtnsLTP54 corresponds to MtLTP7 

described by Santi et al. (Santi et al. 2020) (see material and methods section). It may be 

relevant to identify whether the 31 other genes overexpressed in the nodule encoding 

predicted nsLTPs are involved in nodulation. Indeed, in the actinorhizal plants 16 nsLTPs were 

promising (8 in A. glutinosa and 9 in D. glomerata) such as DgLTP9 which has a high level of 

expression in the nodule (Fig. 2, Supplementary Table S3) and groups in the same phylogenetic 

clade with AgLTP24 (Fig. 1). All genes encoding nsLTPs that are differentially expressed in C. 

glauca are under-expressed. Concerning legumes, in the nodule of M. truncatula 7 genes 

encoding nsLTPs are overexpressed including mtnsltp51 and mtnsltp50 which present a higher 

expression level in the nodule compared to mtn5 (Fig. 2, Supplementary Fig. S3). In P. 

andersonii, 10 of the 12 genes encoding nsLTPs were overexpressed whereas no under-

expressed gene was observed. About their features, mature nsLTPs coding by gene 

differentially expressed in the nodule had an average isoelectric point of 7.5 ranging from 4.2 

(CgLTP8) to 10.6 (MtnsLTP67) (Supplementary Table S1). Concerning their type, only 35% of 

nsLTPs could be classified according to the existing classifications and are distributed in the 

types, I, II, IV, V and VIII (Table 3, Supplementary Table S3).  

Evolution history was assessed using these 9 nodulating and 5 non-nodulating species 

belonging to Fagales, Fabales, Rosales and Cucurbitales orders and one specie as outgroup, 

Arabidopsis (Table 3). The phylogenetic analysis of nsLTPs showed that nsLTPs would have an 

ancient origin since nsLTPs of all plant species are present in all clades. Moreover, it was also 

showed that there would have been several duplication events. The nsLTPs described as 

involved in symbiosis in the literature and those overexpressed in the nodule are grouped in 

different clades and have different conserved protein motifs (Fig. 1). This would indicate that 

nsLTPs have evolved with ancient and recent duplication events in nodulating plants belonging 

to the RNF clade and that involvement of nsLTPs in symbiosis would have evolved 

independently by convergence of function.  

 



Chapitre 2                     nsLTPs and symbiosis: Evolution and AgLTP24 effects on Frankia transcriptome 
 

115 
 

DISCUSSION 

The nsLTPs, classified as AMP, are present in all plant lineages and all plant tissues are involved 

in several biological processes such as biotic and abiotic stress and nitrogen fixing symbiosis. 

During symbiosis, the host and the symbiont have a mutualistic interaction therefore the plant 

has must refrain from inhibiting or killing its symbiont. Another AMPs family are involved in 

nitrogen fixing symbioses, such as the Nodule Cysteine-Rich peptides (NCR) and the defensin. 

NCRs are found in legumes belonging to the inverted repeat-lacking clade (IRLC) and 

Dalbergioids clade with a symbiont differentiated into bacteroid in nodule (Czernic et al. 2015, 

Montiel et al. 2017). These NCRs are AMPs with a cysteine motif close to the specific motif of 

defensins and neurotoxin (Mergaert et al. 2003). They are secreted specifically at nodule stage 

and induced bacteria terminal differentiation into large polyploid cells called bacteroids and 

control the strain compatibility (Guefrachi et al. 2014). In actinorhizal symbiosis, a class of 

closely related AMPs, the defensins, was involved in symbiosis. The defensin AgDef5 is 

secreted plant protein in the nodule and targets the nitrogen-fixing vesicles of the symbiont 

(Carro et al. 2015). It was concluded that AgDef5 permeabilized the symbiont’s membranes to 

improve trophic exchanges between the two partners (Carro et al. 2015).  

The nsLTPs family is involved in nitrogen fixing symbiosis in both rhizobia and Frankia 

associated plant species. These peptides are secreted at the early stage of symbiosis and in 

the nodule. In P. vulgaris, nsLTPs would have a putative role and possible interaction with 

RBOH-dependant ROS production (Fonseca-García et al. 2021). In M. truncatula and A. sinicus 

nsLTPs (Mtn5 and AsE246 respectively) and could regulate symbiont invasion, promote root 

cortex infection, membrane biosynthesis and symbiosis efficiency (Pii et al. 2009, Pii et al. 

2012, Pii et al. 2013, Lei et al. 2014, Santi et al. 2017, Santi et al. 2020). In actinorhizal plants, 

only one nsLTPs was studied in A. glutinosa, (Gasser et al. 2020, submitted), AgLTP24, which 

was secreted from the establishment to the maintenance of the symbiosis and was localised 

in nodule around Frankia’s vesicle. Purified AgLTP24 peptide inhibited nitrogen fixation above 

100nM and reduced viability above 5 M (Gasser et al. 2022, submitted). Current techniques 

do not permit the identification of AgLTP24 concentration in the nodule, so it would be 

relevant to perform mass spectrometry coupled with imaging on root nodule sections to 

assess its relative abundance. Regarding this concentration in planta, it is possible that the 

plant secretes a high concentration to control its symbiont to restrict it in the nodule cells or 
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to modulate its nitrogen fixation activity. However, it was hypothesized that these inhibitory 

concentrations were difficult to achieve in planta as the symbiont in the nodule is viable and 

has efficient nitrogen-fixing activity. Therefore, the molecular response of Frankia alni ACN14a 

to a sub-inhibitory concentration of AgLTP24 was investigated.  

 

Frankia alni ACN14a response to AgLTP24  

AgLTP24 at a subinhibitory concentration had no impact on the physiology of F. alni ACN14a 

under N-replete condition, indeed, no significant modulations of nitrogen fixation, respiration 

or growth activity were detected as shown previously (Gasser et al. 2022, submitted). 

Transcriptomic analysis of Frankia under N-replete condition supplemented with 

subinhibitory concentrations of AgLTP24 compared to N-replete without nsLTP addition 

indicated that the bacterium cope with a stress to ensure its survival by maintaining nitrogen 

fixation, growth and respiration and that it was preparing for symbiosis. (Table 1). Several 

stress related genes coding for chaperones were overexpressed, as well as genes coding for 

transporters (Liu et al. 2016, Zhao et al. 2016). These genes involved in stress response were 

also overexpressed at an early stage of symbiosis when the bacterium is in indirect contact 

with the plant (Pujic et al. 2019). Genes encoding nitrogenase and proteins involved in 

respiration and the TCA cycle were overexpressed when Frankia was in contact with AgLTP24. 

In addition, Frankia overexpressed several genes encoding transporters that could contribute 

to stress response by maintaining homeostasis. We could make the hypothesis that Frankia in 

contact with AgLTP24 at subinhibitory concentrations underwent a stress. To overcome this, 

Frankia could establish resistance systems to fight against the effects of AMPs. Indeed, some 

overexpressed genes encoded ABC transporters that could be a mechanism of resistance to 

nsLTPs are overexpressed. An ABC transporter, BacA, allows Sinorhizobium meliloti to cope 

with the toxicity of NCR peptides secreted by M. truncatula, and is essential for the survival of 

the symbiont in the nodule. (Haag et al. 2011, Barrière et al. 2017). Two genes encoding 

peptide possibly involved in succinoglycan synthesis were overexpressed by Frankia. 

Succinoglycan in rhizobia has been shown to allow resistance to NCRs (Arnold et al. 2018). It 

would be relevant to determine the role of these transporters and succinoglycan in peptide 

resistance in Frankia using molecular approach. Frankia stable transformations protocols have 

been proposed a few years ago (Gifford et al. 2019, Pesce et al. 2019) which could open the 
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perspectives for the development of tools for genetic manipulation of Frankia. Furthermore, 

as it was described that sub-inhibitory concentration of AMP can act at membrane or 

intracellular level (Vasilchenko et al. 2019), it would be relevant to identify whether this 

response is induced following the interaction of AgLTP24 with Frankia membranes or 

intracellular target molecules. 

 

nsLTPs: Implication during nodulation and evolution history in symbiosis 

Beyond the control of the symbiont, the regulation of bacterial entry into plant tissues, and 

the formation of infection thread, nsLTPs could also be involved in the modulation of symbiont 

gene expression as demonstrated in this study. This raises a perspective on other functions in 

symbiosis. While this family is abundant in plants, their involvement in symbiosis is still 

underestimated. Few analyses were performed to investigate their distribution in nodulating 

plants of the RNF clade (Fonseca-García et al. 2021) especially in actinorhizal plants. Therefore, 

a study of the distribution and evolutionary history of nsLTPs among nodulating and non-

nodulating plant species belonging to RNF clade were made and provide insights into the 

involvement of nsLTPs in nitrogen fixing symbioses.  

First, 705 putative nsLTPs were identified in 14 plants proteomes of the RNF clade and one 

Brassicales proteome. These data allowed us to do a phylogenetic analysis which showed that 

nsLTPs had an evolutionary history marked by both ancient but also recent duplications in 

species and groups of species (Fig.2). This conclusion is consistent with Edstam's findings 

which showed that nsLTPs had an ancient origin and would have emerged in the first land 

plants since no nsLTPs in their dataset were identified in algae (Edstam et al. 2011). However, 

a recent study found a nsLTP in a green alga, Chlamydomonas reinhardtii, thus nsLTPs could 

have emerged in the common ancestor of green plants (Fonseca-García et al. 2021). This study 

also shows that in the proteomes studied there is a high percentage of nsLTPs not 

corresponding to any type proposed by Boutrot et al. but grouped phylogenetically in the 

same clade with close conserved protein motifs. As there is no official classification for these 

peptides, it would be relevant to complete or establish an alternate classification using nsLTPs 

from plants covering the whole plant kingdom and improving the identification of these 

peptides in proteomes. 
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Gene expression analysis in nodule of five nodulating plant belonging to the RNF clade showed 

that 34 genes encoding nsLTPs were overexpressed in nodule compared to non-infected roots. 

Among them, three genes overexpressed in nodule encoding nsLTPs, mtn5, mtnsLTP54 and 

agLTP24 which had previously shown an important role in symbiosis were retrieved these data 

(Pii et al. 2009, Santi et al. 2020). Concerning legumes, MtN5 was the first nsLTP studied in M. 

truncatula, then two other nsLTPs close to MtN5 in terms of protein sequence and cysteine 

motif organization (Pii et al. 2013) were studied (MtLTP3 and MtLTP7) (Santi et al. 2020). This 

approach permits to identify five other genes that could be involved in symbiosis, two of them 

with a differential expression in the nodule higher to mtn5. In P. andersoniii, no study has yet 

been made of the nsLTPs involved in symbiosis, but 9 identified nsLTPs could play a role. 

Concerning actinorhizal plants, in A. glutinosa, in addition to agLTP24, five additional genes 

encoding nsLTPs are overexpressed during nodulation (agltp30, agltp29, agltp4, agltp1 and 

agltp3). It would be wise to explore AgLTP30 in more details as it has a high overexpression at 

nodule stage such as the gene encoding AgLTP24. In actinorhizal plants, 8 DgLTPs are 

overexpressed in D. glomerata nodule which have never been described notably DgLTP9 

which had a high level of expression in the nodule and group in the same phylogenetic clade 

as AgLTP24 (Fig. 2). This in silico analysis allowed the identification of nsLTPs that would be 

pertinent to study to determine their possible role in symbiosis. Complementary 

transcriptomic and peptidomic approaches would be relevant to deepen the identification of 

nsLTPs produced in the nodule and to determine if these peptides undergo post-translational 

modification. 

AMPs are generally described as cationic proteins capable of interacting with negatively 

charged membranes. In M. truncatula, cationic and anionic NCRs were found to be important 

for symbiosis (Montiel et al. 2017). In these datas similarly overexpressed genes in nodules 

encode both cationic and anionic nsLTPs. Furthermore, among nsLTPs already described in the 

symbiosis, MtN5 is cationic (mature peptide IP: 8.88) and MtnsLTP54 (MtLTP7) is anionic 

(mature peptide IP: 4.36).  

It appears that genes encoding nsLTPs involved in symbiosis are expressed at early stage and 

in nodule (Pii et al. 2009, Santi et al. 2020) (Gasser et al 2022, submitted), it could be relevant 

to check expression profiles at different stages of symbiosis. However, nsLTPs are also 

involved cutin and wax formation, seed development and germination, membrane 
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development, signalling, nodulation and plant's innate response (Edqvist et al. 2018). During 

symbiosis, some defence genes are activated (Gourion et al. 2015), so it is possible that some 

identified nsLTPs do not directly influence symbiosis but they may be part of plant defences 

or have a dual function. It was assumed that MtN5 had a dual function by participating in the 

symbiotic interaction and also in the host defence against pathogens. Indeed, mtn5 is 

overexpressed in the root-pathogen interaction and has antimicrobial activity in vitro. (Pii et 

al. 2009).  

Regarding the evolutionary history of nsLTPs in the RNF symbiosis, it seems that the 

involvement of nsLTP in symbiosis may have evolved independently by convergence of 

function in nodulating plants. Indeed, nsLTPs described as being involved in symbiosis (MtN5, 

MtnsLTP54 and AgLTP24) as well as the nsLTPs overexpressed in the nodule are distributed in 

all the phylogenetic clades and present different conserved protein motifs. To confirm the 

convergence of function it would be necessary to identify if nsLTPs have the same function in 

nitrogen fixing symbiosis in nodulating plants. The NCRs secreted by legumes have a 

distribution and complexity that correlates with bacteroid shapes (Montiel et al. 2017) and 

NCRs secreted by plant belonging to IRLC and Dalbergioids clade do not share the same 

feature (Alunni et al. 2016). Thus, it was hypothesized that these NCRs had specialized in each 

plant lineage during evolution. More broadly, concerning the evolutionary history of nitrogen-

fixing symbioses, two hypotheses have been proposed, one with an evolutionary model based 

on several independent acquisitions (Werner et al. 2014) of this function in nodulating plants 

and another based on a single gain of function in a common ancestor followed by a multiple 

loss. Recently, strong arguments have been published supporting the second hypothesis 

however it could be possible that some function has evolved through function convergence 

(Griesmann et al. 2018). Thus, for AMPs, studies so far have tended to converge in function 

while the origin of the symbiosis appears to come from a common ancestor followed by 

multiple loss of this capacity in RNF clade. It would be relevant to deepen research on AMPs 

involved in nitrogen fixing symbiosis to shed light on the evolutionary history of these AMP in 

nodulating plant belonging to the RNF clade and their role in reciprocal host symbiont 

interactions. 
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MATERIALS AND METHODS 

nsLTPs identification and characterisation 

nsLTPs detection was performed using 15 plant proteomes: Datisca glomerata, Chamaecrista 

fasciculata, Nissolia schottii, Alnus glutinosa, Casuarina glauca, Discaria trinervis, Dryas 

drummondii (Griesmann et al. 2018), Cucumis sativus PI18396 (Qi et al. 2013), Lupinus albus 

(Hufnagel et al. 2020), Medicago truncatula (Pecrix et al. 2018), Parasponia andersonii (Van 

Velzen et al. 2018), Arabidopsis thaliana (Lamesch et al. 2011), Juglans regia (Martínez-García 

et al. 2016), Pyrus communis (Chagné et al. 2014) and Quercus lobata. A wrapper script, 

nsLTPFinder (Supplementary Fig. S2), was used to identify putative nsLTPs peptides in plant 

proteomes. First, a HMMSEARCH from the HMMER v3.3 package was performed using the 

Hidden Markov Model (HMM) profile of Probable lipid transfer (PF14368.6), Hydrophobic 

seed protein (PF14547.6) and Protease inhibitor/seed storage/LTP family (PF00234.22) 

(http://pfam.xfam.org/). Searches were performed using an e-value threshold of 10 for full 

and domain hits. The conserved 8 cysteines motif (8CM) 

"C.(6,15)C.(6,80)CC.(8,29)C.C.(8,37)C.(4,25)C" was also searched in proteomes using regular 

expressions. Signal sequences were searched using SignalP 5.0 (Almagro Armenteros et al. 

2019) (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Isoelectric point, molecular weight, and 

grand average hydropathy (GRAVY) were retrieved for peptides and mature peptides which 

correspond to the peptide without it’s signal sequence with the Expasy ProtParam tool 

(https://web.expasy.org/protparam/) (Gasteiger et al. 2005). Proteins identified by regular 

expression search and HMMSEARCH with an identified signal peptide and containing 8 

cysteines in the mature sequence were extracted as "top candidates" and proteins identified 

only with a signal peptide, 8 cysteines in the mature sequence were extracted as low 

confidence candidates but not through HMMSEARCH. Conserved motifs were predicted using 

the MEME (Bailey et al. 1994) suite on the top and low confidence mature peptides for each 

species and on all top and low confidence for all species. The 8CM was manually checked in 

the mature peptide’s amino acid sequences for top and low confidence candidates. The 

identified nsLTPs were grouped according to the classification proposed by Boutrot et al. 

(Boutrot et al. 2008) and completed with the type XI proposed by Li et al (Li et al. 2014). 
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Phylogenetic analyse and sequence alignment  

Multiple sequence alignments of nsLTPs CDS sequences were performed using MAFFT v7.487 

with local pairwise and alignments were cleaned using TrimAl 1.4.1 (Capella-Gutiérrez et al. 

2009) to remove positions with more than 50% of gaps. Maximum-likelihood phylogenetic 

tree was reconstructed using Iqtree2 2.1.4_beta (Minh et al. 2020) with the GTR+F+R9 model 

with 10000 replicates of Ultrafast Bootstrap. The tree was visualized with iTOL 6.3.2 platform 

(Letunic et al. 2021). Maximum-likelihood phylogenetic tree reconstructed with iqtree with 

bootstraps values is available in Supplementary Fig. S3.  

 

Strain and plant growth condition 

Frankia alni strain ACN14a (Normand et al. 1982) was grown at 28°C with 200 rpm stirring in 

FBM medium with 5mM ammonium as described earlier (Hay et al. 2020) to the exponential 

phase. The cells were then harvested, sedimented by centrifugation (5000 x g, 10min), washed 

twice with corresponding NH4+-free FBM medium. Plant growth, inoculation and nodule 

harvesting were done as described earlier (Carro et al. 2016b). 

 

Molecular response of F. alni ACN14a in contact with AgLTP24 through RNAseq 

AgLTP24 was produced and purified as described earlier (Gasser et al 2022, submitted). Three 

independent cultures of F. alni ACN14a were made in 240ml of FBM- liquid medium (N-replete 

condition) supplemented or not with 1nM of AgLTP24 and grown for 7 days at 28°C. The 

pellets were collected by centrifugation at 5100 x g. Then, mRNA were extracted and 

converted into cDNA as described previously (Lurthy et al. 2018). Ribosomal RNAs were 

depleted using Truseq stranded total RNA (Illumina) and the cDNA were sequenced using 

Novaseq6000 (Illumina at the MGX, Montpellier, France). Bioinformatic and statistic 

treatments were made by the MGX platform. The sequences were aligned on the F. alni strain 

ACN14a genome using the BWA 0.7.17-r1188 software. Statistical analyses were made using 

DESeq2 1.26.0. with R 3.6.1. 

Bioassays were conducted by growing F. alni strain ACN14a in FBM- and incubating it for 7 

days at 28°C, 3 replicates per conditions were performed as described previously (Gasser et 

al. 2022, submitted). Frankia’s nitrogen fixation activity (or ARA), respiration (IRA) and growth 

(OD600nm) were tested as described in previous work (Gasser et al. 2022, submitted). Statistical 
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analyses were computed using RStudio 4.1.2. Normality of the distribution was tested with a 

Shapiro-Wilk normality test, variances homogeneity was tested with a Fisher’s test. Means 

comparison were performed with a Student’s t-test. Graphics were made using GraphPad 

Prism 9.2.0 (GraphPad software Inc; San Diego, CA, USA).  

 

nsLTPs differential expression at nodule stage 

To investigate differential expressions of genes encoding nsLTPs in the nodule, transcriptomic 

data from five nodulating plants were recovered. For M. truncatula, expression data were 

obtained after 14 days post-inoculation (dpi) with Sinorhizobium meliloti 1021 (de Bang et al. 

2017) via the MtSSBPdb platform (Boschiero et al. 2020). Gene annotation correspondence 

was done using the LeGOO database (Carrère et al. 2019). Concerning P. andersonii expression 

data were obtained at stage 3 (corresponding to functional nodule) after inoculation with 

Mesorhizobium plurifarium BOR2 (Van Velzen et al. 2018). Differential expressions of D. 

glomerata were obtained after 24 dpi with nodule crush (Battenberg et al. 2018). For C. glauca 

the expression data had been obtained on 21 dpi nodule with Frankia casuarinae Cci3 (Hocher 

et al. 2006) using SESAM database (Ngom et al. 2020). 

nsLTPs of A. glutinosa (AgLTPs) genes expression in nodule (21 dpi) infected with F. alni 

ACN14a were analysed using EST (Expressed Sequence Tag) database and microarray analysis, 

which are available on the Gene Expression Omnibus database (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo; 

accession number GSE24153). Correspondence between EST and A. glutinosa gene name 

(Griesmann et al. 2018) was determined with a BLAST. Differential expression of genes 

encoding AgLTPs was determined using the microarray dataset with a p-value threshold of 

0.05. Briefly, Student’s t-test was applied to compare nodules versus non-inoculated roots and 

average Fold Changes (FC) were calculated. To complement and confirm these microarray 

data, reverse transcription (RT) and quantitative real-time PCR (qRT-PCR) using nodules from 

3 plant biological replicates obtained after infection with F. alni ACN14a (21 dpi) were 

performed. The results obtained were compared to uninfected roots as a reference. RT was 

performed using 5 g of total mRNA using Transcriptor Reverse Transcriptase and oligo (dT)15 

primer (Roche, Mannheim, Germany). qRT-PCR was run on BioRad QX 100 using iTaq Universal 

SYBR Green Supermix (Bio-rad) under the following conditions: 95°C for 5min; 44 cycles of 

95°C for 20s, 60°C for 20s 72°C for 15s. Primer sets were designed using Primer3Plus software 
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and can be found in Supporting Information (Supplementary Table S4). Expression values were 

normalised using the expression level of the Ag-ubi gene that encodes ubiquitin (Hocher et al. 

2011b).  
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I. Rôle biologique d’AgLTP24 lors de la symbiose entre Alnus glutinosa et 

Frankia alni ACN14a 

Les données transcriptomiques d’Alnus glutinosa obtenues au cours des différentes étapes de 

la symbiose avec son symbiote Frankia alni ACN14a ont permis d’identifier des gènes 

surexprimés codant des AMPs. Parmi ces AMPs, des défensines sont sécrétées dans la 

nodosité comme notamment AgDef5 qui a été localisé dans la nodosité autour des 

diazovésicules de Frankia. Ce peptide perméabilise in vitro les diazovésicules de Frankia 

conduisant à un relargage d’acides aminés ce qui suggère un rôle dans les échanges trophiques 

entre les deux partenaires (Carro et al. 2015, Carro et al. 2016b). De plus, de nouvelles 

données transcriptomiques acquises avant mon arrivée en thèse ont permis d’identifier un 

gène codant un AMP de la famille des « non-specific lipid transfer proteins » (nsLTPs), agltp24 

qui est le plus surexprimé au stade précoce de la symbiose (Fold Change = 140) et fait partie 

des plus surexprimés dans la nodosité (Fold Change= 2145). Ainsi, ce projet de thèse a pour 

objectif d’étudier le rôle d’une nsLTP, AgLTP24, dans la symbiose actinorhizienne entre A. 

glutinosa et F. alni ACN14a. 

L’étude du rôle biologique des nsLTPs dans les symbioses actinorhiziennes a été initiée en 

ciblant AgLTP24. La première partie de ces travaux a permis de localiser AgLTP24 au niveau 

des poils racinaires déformés d’A. glutinosa dans les étapes précoces de la symbiose et dans 

les cellules infectées par Frankia dans la nodosité et plus particulièrement autour des 

diazovésicules fixatrices d’azote. Ensuite, le peptide a été produit biologiquement afin de 

déterminer son effet sur le symbiote bactérien Frankia. Pour cela, des tests physiologiques in 

vitro sur F. alni ACN14a ont été menés et ont montré que ce peptide réduit la viabilité de 

Frankia à partir de 5 M et inhibe sa fixation d’azote à partir de 100nM dans des conditions de 

culture carencées en azote.  

Du fait que les nsLTPs soient capables de lier et transférer des lipides et qu’elles soient 

impliquées dans divers processus biologiques au sein de la plante (Edqvist et al. 2018), de 

nombreuses hypothèses peuvent être formulées concernant le ou les rôles biologiques 

possibles d’AgLTP24 lors de la symbiose entre A. glutinosa et F. alni ACN14a. En effet, AgLTP24 

pourrait être impliquée dans la réorganisation des membranes, le transport des lipides, le 

contrôle du symbiote ou encore la défense de la plante. Ces hypothèses sont développées 
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dans les paragraphes suivants ainsi que les moyens à mettre en œuvre pour les tester et les 

perspectives de recherche.  

 

1. Réorganisation des membranes 

Les nsLTPs, participent à la biosynthèse de membranes lipidiques dans différentes parties de 

la plante telles que les parties aériennes, les racines ou encore les tissus reproducteurs 

(Edqvist et al. 2018). En effet, bien que les fonctions biologiques soient peu décrites, les nsLTPs 

ont été décrites dans les processus de biosynthèse de la cuticule, de la subérine ou encore de 

la sporopollénine. Les nsLTPs, interagissant avec des lipides, pourraient les transporter à 

travers la paroi cellulaire directement ou à l’aide de transporteurs. Concernant les tissus 

reproducteurs, les nsLTPs sont impliquées dans la morphogénèse du pollen et la fertilité de la 

plante (Zhang et al. 2010, Chen et al. 2022). En effet, certaines nsLTPs participent au 

développement du tapetum qui est la couche de cellules présente dans la partie terminale de 

l’étamine qui renferme le pollen (anthère). De plus, certaines nsLTPs guideraient le dépôt ou 

l’assemblage de sporopollénine qui est un composé retrouvé dans une couche protectrice du 

pollen (exine) (Tao et al. 2021). Lors de la symbiose fixatrice d’azote impliquant Astragalus 

sinicus, l’hôte sécrète dans la nodosité une nsLTP, AsE246, importante lors de l’infection et de 

la nodosité (Lei et al. 2014). La mutation de ce gène entraine au niveau de la plante, une 

réduction du contenu lipidique, une altération du symbiosome et une diminution du nombre 

de nodosités ayant un aspect plus clair et de plus petite taille. Dans ce modèle, AsE246 serait 

impliquée dans la réorganisation et la formation des membranes en participant au transport 

de lipides au niveau du symbiosome. Ainsi, de part ces différentes fonctions dans la 

biosynthèse des membranes, AgLTP24 pourrait être impliquée directement ou indirectement 

dans le développement du symbiosome ou dans le transport lipidique au travers du 

symbiosome à l’instar d’AsE246 (Figure 1.B ). Etant donné que les nsLTPs jouent un rôle 

dans le réarrangement des membranes, AgLTP24 pourrait intervenir dans la déformation des 

poils racinaires (Figure 1.A ). D’autre part, F. alni ACN14a présente des vésicules fixatrices 

d’azote avec un plus grand diamètre in planta qu’in vitro (Carro et al. 2016a). Ce peptide 

pourrait alors participer au réarrangement des parois riches en lipides hopanoïdes (Figure 1.B. 

) afin d’améliorer l’efficacité de fixation d’azote de son symbiote étant donné que ce 

peptide cible les diazovésicules de Frankia. Par ailleurs, d’autres nsLTPs sont impliquées dans 
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le développement et dans le guidage du tube pollinique chez Arabidopsis thaliana et Lilium 

longiflorum (Kim et al. 2004, Chae et al. 2009, Chae et al. 2011). Dans ce cas, AgLTP24 pourrait, 

dans les étapes précoces de la symbiose, participer au développement et/ou au guidage du 

cordon d’infection (Figure 1.A ). 

 

2. Défense de la plante et contrôle du symbiote 

Les nsLTPs, classées en tant que « pathogenesis related protein » (PR14) peuvent intervenir 

dans l’immunité de la plante et dans la gestion de stress biotiques et abiotiques. Concernant 

les stress biotiques, ces peptides permettent la protection de la plante lors d’interaction avec 

des organismes pathogènes (Sarowar et al. 2009, Schmitt et al. 2018, Zhao et al. 2020, Wang 

et al. 2021). En effet, la surexpression de gène codant des nsLTPs augmente la résistance de 

la plante et inversement l’inhibition de ces gènes conduit à une sensibilité accrue face à des 

pathogènes fongiques (Phytophthora nicotianae, Phytophthora infestans) bactériens 

(Pseudomonas syringae, Fusarium oxysporum, Xanthomonas campestris) et viraux (mosaïque 

du piment).  

 

A. Défense  

AgLTP24 pourrait faire partie de la réponse immunitaire innée de la plante induite lors de 

l’interaction symbiotique. En effet, les données transcriptomiques d’A. glutinosa montrent 

que l’hôte, en contact avec son symbiote, module des processus biologiques impliqués dans 

la défense de la plante (Chapitre 1) qui pourraient être maintenus au stade de la nodosité. Le 

projet de thèse de Mathilde VINCENT en cours dans l’équipe permettra prochainement de 

répondre partiellement à cette hypothèse. Ce projet vise à étudier les défenses d’A. glutinosa 

nodulée par Frankia et d’étudier la modulation de gènes de défenses lorsque la plante nodulée 

est en contact avec l’oomycète pathogène, Phytophthora alni. Cette étude permettra de 

déterminer si une plante nodulée est plus résistante ou plus sensible à un pathogène. Pour 

cela, des études protéomiques et transcriptomiques dans différents compartiments végétaux 

sont en cours de réalisation. Ces données permettront de déterminer l’expression spatiale 

d’AgLTP24 lors de ces interactions symbiotique et pathogénique. Plus largement, ces données 

permettront de déterminer l’expression des gènes codants des nsLTPs identifiées dans la 
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deuxième partie de ce travail de thèse. Grâce à cela, les nsLTPs impliquées dans des stress 

biotiques ou abiotiques seront identifiées ainsi que celles spécifiques à l’interaction avec le 

pathogène. Les Phytophthora sont des oomycètes infectant un grand nombre d’espèces 

végétales dont des plantes cultivées (Blair et al. 2008). L’identification de ces nsLTPs 

permettrait d’identifier de nouvelles molécules actives contre ce pathogène. 

Pour aller plus loin, AgLTP24 pourrait faire partie de la défense immunitaire de la plante et 

être sécrétée dans le but d’éliminer des microorganismes sans inhiber son symbiote. Dans le 

chapitre 2, nous avons testé l’effet d’AgLTP24 sur le transcriptome de F. alni ACN14a par 

RNAseq. Le symbiote en contact avec une dose sub-inhibitrice d’AgLTP24 semble subir un 

stress qui est gérer via l’activation de différents processus moléculaires pour garantir sa 

croissance et son activité de fixation d’azote. Ces données ont également permis d’identifier 

des gènes candidats potentiellement impliqués dans la résistance à AgLTP24. Dans 

l’hypothèse où AgLTP24 présente une activité antimicrobienne, ce peptide permettrait alors 

d’éliminer ou d’inhiber des microorganismes sans inhiber Frankia.  Ainsi, ce peptide pourrait 

avoir une activité antimicrobienne contre des organismes pathogènes pour se protéger et 

protéger son symbiote dans les étapes précoces de la symbiose et dans la nodosité (Figure 

1.A.B. ) ou encore intervenir dans la compatibilité des souches en éliminant les Frankia non 

compatibles (Figure 1.A ). 

Concernant la compatibilité des Frankia, les facteurs impliqués sont encore inconnus 

cependant il est possible que des AMPs produits par l’hôte y participent. Dans les symbioses 

fixatrices d’azote impliquant les légumineuses, des NCRs produits par Medicago truncatula 

sont impliqués dans la compatibilité de souches de rhizobia (Introduction – III.3.A). Ainsi, 

AgLTP24 pourrait intervenir dans ce processus.  

Concernant l’activité antimicrobienne contre d’autres microorganismes, cette hypothèse 

repose sur le fait que F. alni ACN14a serait capable de gérer la toxicité d’AgLTP24 alors que 

d’autres organismes ne le font pas. C’est pourquoi, nous avons initié lors de ma thèse des tests 

d’activité antimicrobienne de ce peptide contre des bactéries rhizosphériques à savoir 

Micrococcus luteus, Pseudomonas fluorescens et Bacillus subtillis. Aux concentrations testées 

(15 M maximum), AgLTP24 n’a pas d’effet antimicrobien sur ces souches. Cependant, aux 

plus fortes concentrations testées, ce peptide induit un changement morphologique de P. 

fluorescens et B. subtillis. En effet, un allongement des cellules a été observé au microscope à 
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épifluorescence grâce à une coloration au DAPI qui colore les acides nucléiques et au FM4-64 

qui permet de colorer les membranes. Il semblerait qu’AgLTP24 ait une activité inhibitrice sur 

Frankia et non sur les autres bactéries testées, ce qui invaliderait notre hypothèse de départ. 

Cependant, ces tests n’ayant pas été réalisés dans les mêmes conditions, ces effets ne sont 

pas comparables. C’est pourquoi ces tests préliminaires et doivent être refaits et approfondis 

pour confirmer ou invalider ces résultats.  

 

B. Contrôle des Frankia 

Le changement morphologique des cellules bactériennes par des AMPs a été décrit dans les 

symbioses fixatrices d’azote. En effet, les NCRs produits par les légumineuses permettent 

d’induire une différentiation terminale du symbiote en bactéroïde. De la même manière, 

AgLTP24 pourrait contrôler son symbiote de cette façon, or aucune donnée n’est encore 

disponible sur l’organisation des hyphes de Frankia in planta. Il serait pertinent de déterminer 

l’effet d’AgLTP24 sur l’organisation des hyphes de Frankia en utilisant la démarche décrite 

précédemment et de déterminer la morphologie des hyphes de Frankia par cette même 

méthode dans les nodosités.  

Dans les symbioses fixatrices d’azote, les légumineuses M. truncatula et A. sinicus sécrètent 

respectivement MtN5 et AsE246, des étapes précoces jusqu’au stade de nodosité (Pii et al. 

2009, Pii et al. 2012, Pii et al. 2013, Lei et al. 2014). La mutation de mtn5 chez M. truncatula 

entraine une augmentation des poils racinaires déformés et une réduction du nombre de 

nodosités. Par conséquent, MtN5 participerait au contrôle du symbiote dans les premières 

étapes d’infection en limitant l’invasion de la racine et en favorisant l’infection. De ce fait, 

AgLTP24 pourrait jouer un rôle similaire en permettant de contrôler le symbiote dans les 

premières étapes de l’infection et dans la nodosité en confinant le symbiote dans les cellules 

végétales du cortex (Figure 1.A.B ). Dans le premier chapitre, nous avons vu qu’AgLTP24 

inhibe l’activité de fixation d’azote à partir de 100nM. Etant donné que les techniques 

actuelles ne permettent pas d’identifier la concentration exacte de ce peptide dans une cellule 

végétale infectée par Frankia, AgLTP24 pourrait être sécrétée à de fortes concentrations afin 

de moduler l’activité de fixation d’azote du symbiote selon les besoins de l’hôte (Figure 1.B
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). En effet, la fixation d’azote est variable selon la saison (J D Tjepkema et al. 1986) et les 

mécanismes impliqués dans la modulation de cette activité sont peu décrits. 

Figure 1 : Rôles biologiques possibles d’AgLTP24 lors de la symbiose
1. Développement du symbiosome, 2. Transport lipidique, 3. Déformation des poils racinaires, 4. 
Réarrangement de la paroi des diazovésicules, 5. Développement et guidage du cordon d’infection, 6. 
Activité antimicrobienne contre des pathogènes, 7. Compatibilité, 8. Contrôle du symbiote lors de 
l’infection et dans la nodosité, 9. Modulation de la fixation d’azote. Triangle rouge : AgLTP24. (A) 
Etapes précoces, (B) nodosité. D : Diazovésicules de Frankia, H : Hyphes de Frankia, C : Cytoplasme de 
la cellule végétale, PV : Paroi cellulaire végétale. 

3. Approches à developer

A. Mutagénèse chez A. glutinosa

Afin de tester ces différentes fonctions ou encore d’en établir de nouvelles, il serait tout 

d’abord nécessaire de muter le gène codant AgLTP24 chez A. glutinosa. En effet, les effets 

d’AgLTP24 identifiés in vitro ne prennent pas en compte l’environnement moléculaire 

retrouvé in planta. Le rôle d’AgLTP24 peut être différent in planta, c’est pourquoi la mutation 

d’agltp24 est pertinente. La mutation de l’aulne est un grand défi étant donné que les outils 

de modification par génie génétique ne sont pas encore maitrisés pour cette plante. Mon 

équipe d’accueil souhaite développer la technique d’ARN interférence pour éteindre
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l’expression du gène chez A. glutinosa. Les premières étapes de développement de cet outil 

sont un succès. En effet, un vecteur contenant un gène codant une GFP sous le contrôle d’un 

promoteur constitutif de la plante a été inséré avec succès chez A. glutinosa (Figure 2). Ces 

résultats préliminaires sont prometteurs pour maitriser l’inhibition de gène chez cette plante. 

Figure 2 : Transformation d’Alnus glutinosa
Racine et poils racinaires déformés d’Alnus glutinosa. (A) Racine transformée avec A. rhizogenes A4RS
contenant un vecteur exprimant une protéines fluorescente (Pro35S:GFP). Le signal fluorescent est 
localisé au niveau des cellules corticales de la racine. (B) Racines transformée et poils racinaires avec
A. rhizogenes A4RS contenant un vecteur vide. (Travaux réalisés par H. Boubakri et P. Pujic)

B. Localisation in planta et interaction peptide-lipide

Afin d’élucider la fonction biologique de ce peptide lors de la nodulation, le développement 

d’outils génétiques chez la plante doit être accompagné d’approches complémentaires

permettant d’améliorer la localisation du peptide dans les tissus végétaux et l’identification 

des lipides avec lesquels AgLTP24 est capable d’interagir. Dans ces travaux la localisation 

d’AgLTP24 a été réalisée par immunolocalisation, pour aller plus loin dans la détection dans

les tissus végétaux de la microscopie confocale ou de la microscopie électronique seraient 

intéressantes à développer. En effet, l’immunolocalisation permet de localiser le peptide 

seulement sur un plan de coupe alors que la microscopie confocale localise ce peptide sur 

plusieurs plans d’une même coupe afin d’avoir une meilleure résolution spatiale. Ainsi, il sera 

possible d’identifier si AgLTP24 dans les étapes précoces est localisée sur tous les poils 

racinaires, si elle est localisée au niveau des sites d’endocytose de Frankia ou encore au niveau 

du cordon d’infection. Dans la nodosité cela permettrait de savoir si AgLTP24 est localisée au 
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niveau du symbiosome, des vésicules fixatrices de Frankia ou encore au niveau des hyphes. 

De plus, la microscopie électronique permet de localiser plus précisément le peptide afin de 

déterminer par exemple si ce dernier se situe à l’intérieur ou à l’extérieur des diazovésicules.  

Pour compléter ces informations, il serait intéressant d’identifier les lipides auxquels AgLTP24 

est capable de se lier. En effet, dans un premier temps il serait pertinent de déterminer si ce 

peptide est capable d’interagir avec des lipides d’origine végétale et/ou d’origine bactérienne 

puis de les identifier.  

 

4. Un arsenal de peptide sécrété par A. glutinosa ciblant son symbiote ? 

Deux familles de peptide antimicrobiens ont été retrouvées lors de la symbiose entre A. 

glutinosa et F. alni ACN14a, les défensines et les nsLTPs. Parmi ces deux familles, la défensine 

AgDef5 et la nsLTP AgLTP24 ont été localisées dans la nodosité au niveau des cellules végétales 

infectées par Frankia et plus précisément au niveau des diazovésicules fixatrices d’azote. Les 

peptides AgDef5 et AgLTP24 ont la même cible. Cependant, nous ne savons pas si ces deux 

peptides sont sécrétés au même moment dans la nodosité. Afin de répondre à cette question, 

une co-immunolocalisation de ces peptides sur des coupes de nodules serait à réaliser avec 

de la microscopie confocale. Dans le cas où ces peptides co-localisent il serait nécessaire de 

tester leur synergie in vitro. Comme mentionné précédemment, nous ne pouvons pas encore 

identifier leurs concentrations au contact de Frankia in planta, cependant, il est possible 

d’obtenir leurs concentrations relatives et d’identifier un ratio AgDef5/AgLTP24 à tester in 

vitro.  

Etant donné que plusieurs gènes codant des défensines et des nsLTPs (Chapitre 2) sont 

surexprimés dans la nodosité d’A. glutinosa, il est possible que l’hôte sécrète un arsenal de 

peptide ciblant son symbiote de la même manière que certaines légumineuses adressent de 

nombreux NCRs à leur symbiote.  
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II. Identification des AMPs impliqués dans les symbioses fixatrices d’azote 

Dans les symbioses actinorhiziennes, peu d’information sont encore disponibles sur le rôle des 

AMPs dans cette association. En effet, des gènes codants des défensines sont surexprimés 

dans la nodosité de Ceanothus thyrsiflorus (Salgado et al. 2018), Datisca glomerata (Demina 

et al. 2013) et A. glutinosa (Carro et al. 2015). L’effet de ces peptides sur le symbiote bactérien 

a été étudié uniquement chez A. glutinosa (Carro et al. 2015, Carro et al. 2016b). Grâce à ces 

travaux de thèse, l’étude du rôle d’un AMP appartenant à une seconde famille, les nsLTPs, a 

été initiée chez cette même plante. Dans le but d’améliorer nos connaissances sur 

l’importance des nsLTPs dans les symbioses fixatrices d’azote et plus particulièrement dans 

les symbioses actinorhiziennes nous avons mené une étude sur la distribution des nsLTPs dans 

les plantes nodulantes et retracé leur histoire évolutive dans les symbioses fixatrice d’azote 

(Chapitre 2). Ainsi, 167 gènes dans 5 protéomes de plantes actinorhiziennes ont été identifiés. 

Pour trois d’entre elles (A. glutinosa, D. glomerata et Casuarina glauca), ces données ont été 

couplées avec des données d’expression différentielle de ces gènes dans la nodosité 

fonctionnelle disponible dans la littérature. Grâce à cela, nous avons identifié 7 et 9 gènes 

candidats potentiellement impliqués dans la symbiose chez A. glutinosa et D. glomerata 

respectivement. Pour A. glutinosa, les données transcriptomiques (EST) ont été approfondies 

grâce à une approche de qRT-PCR ciblant les gènes codants des nsLTPs et ont permis d’en 

identifier 5 autres surexprimés dans la nodosité, notamment agltp30 (Log2Fold Change = 8). 

AgLTP30 et AgLTP24 diffèrent de par leurs séquences protéiques matures. En effet, ces 

séquences partagent seulement 29% d’identité et sont retrouvés au niveau phylogénétique 

dans deux clades distincts avec des motifs protéiques conservés différents (Chapitre 2, Fig. 1). 

Le peptide mature AgLTP30 a un point isoélectrique de 7,68 et une masse moléculaire de 

13,9kDa et contient en C-terminal un GPI qui permet l’accrochage aux membranes. Les nsLTPs 

possédants un GPI peuvent s’insérer dans les membranes et sont principalement décrites 

comme impliquées dans la biosynthèse des membranes (Edqvist et al. 2018). Ainsi, cette nsLTP 

pourrait avoir une localisation et un rôle différent de celui d’AgLTP24 dans le processus 

symbiotique. Lors de ma thèse, nous avons initié l’étude d’AgLTP30 dans la symbiose. La 

synthèse d’un épitope et la production d’anticorps anti-AgLTP30 ont été réalisées en vue de 

localiser ce peptide dans la nodosité. La production biologique de ce peptide a également été 

initié. La construction du vecteur permettant son expression chez la souche hétérologue E. 
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coli Shuffle T7 lysY capable de produire des peptides avec des pont disulfures a été réalisée 

ainsi que les premiers tests de production. Cependant, la purification de ce peptide reste 

encore à développer.  

L’identification des nsLTPs dans les protéomes de plantes n’est pas exhaustive étant donné 

que certains protéomes utilisés dans cette étude (Chapitre 2) n’ont pas le même niveau 

d’annotation, notamment pour les plantes actinorhiziennes (Griesmann et al. 2018). Pour 

compléter ces données il serait nécessaire d’approfondir l’identification des nsLTPs et plus 

globalement des AMPs produits lors du processus symbiotique. Pour cela, des analyses 

peptidomiques permettraient d’avoir accès aux peptides présents dans les différentes étapes 

de la symbiose et d’identifier de possibles modifications post-traductionnelles (Moyer et al. 

2021). De plus, cette approche de peptidomique permettrait d’identifier des peptides dont les 

gènes n’auraient pas été prédits dans le génome. En effet, les algorithmes d’annotations 

peuvent sous estimer les petites séquences codantes afin d’éviter d’introduire un trop grand 

nombre d’erreurs dans l’annotation du génome. 

Pour aller plus loin dans l’identification de peptides impliqués dans la symbiose, ces analyses 

peptidomiques peuvent être couplées à de l’imagerie sur coupe de nodule ou racines en 

contact avec le symbiote afin de déterminer leurs localisations temporelle et spatiale (Ryan et 

al. 2019). Ainsi, ces analyses permettraient de déterminer si l’hôte sécrète un arsenal de 

peptide ciblant son symbiote dans le processus symbiotique.  

De plus, les différents modèles de symbioses actinorhiziennes sont très diversifiés notamment 

au niveau de la gestion de l’azote, la répartition des cellules infectées par le symbiote dans les 

nodosités, les mécanismes d’entrée du symbiote, la gestion de l’oxygène, ou encore la 

sporulation in planta. Il serait intéressant de déterminer si les AMPs ont des rôles biologiques 

similaires dans ces modèles ou s’ils sont associés à des mécanismes spécifiques à chaque 

interaction symbiotique et de coupler ces informations avec leurs histoires évolutives dans la 

symbiose fixatrices d’azote.  
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ANNEXES DU CHAPITRE 1 

Figure S1: Gene Ontology (GO) analysis. Percent of distribution of genes giving a functional annotation 
(Hit), annotated as unknown protein and those yielding no BLAST in F mDyn/F supC up or down-
regulated genes (Table S1 and S2).

Figure S2: Negative control of immunolocalization on non- infected roots using antibodies anti-
AgLTP24 (A) or rabbit serum obtained before intramuscular injection of AgLTP24 epitope (B). Blue: 
DAPI; red: autofluorescence; green: Alexa Fluor 488 dye anti-rabbit antibody (Life Technologies, Saint 
Aubin, France). 
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Figure S3: Genetic map of the plasmid used to express AgLTP24 in E. coli. 
KanR: Kanamycin resistance coding sequence, MCS: multiple cloning sites, 6xHis: HisTag coding 
sequence, agltp24: AgLTP24 mature peptide coding sequence.

Figure S4: RP-UPLC chromatogram and ESI-HRMS mass spectrum of the purified folded AgLTP24 
protein. [M+9H]+ m/z 1077.7572; [M+8H]+ m/z 1385.5429 ; [M+7H]+ m/z 1212.4770; the theoretical 
monoisotopic m/z calculated for C415H676N123O126S9: is 9686.7760.
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Figure S5 kinetic assay of Frankia alni ACN14a after addition of AgLTP24. Effects on (A) nitrogen 

fixation through ARA activity (B) respiratory activity through IRA and (C) growth as OD600nm level. Data 

are expressed as mean values ± SD. Differences between means were assessed by the Mann Whitney 

test compared to control. Graphic representation and statistical analysis of results was conducted with 

GraphPad Prism version 9.2.0 (GraphPad software Inc; San Diego, CA, USA). *p value <0.05, **p value 

< 0.01.



166

ANNEXES DU CHAPITRE 2

Fig. S1. Kinetics assay of Frankia alni ACN14a after supplementation of 1nM of AgLTP24. 
Effects on A. nitrogen fixation through ARA activity B. respiratory activity through IRA and C. growth 
through OD 600nm. Data are expressed as mean values ± SD. Datas normality were tested by the Shapiro-
wilk test and variances homogeneity were tested by the Fischer’s test. The comparisons of means were 
assessed by the student t-test. Graphic representation and statistical analysis of results were
conducted with GraphPad Prism version 9.2.0 (GraphPad software Inc; San Diego, CA, USA). *p value 
<0.05

Fig. S2. Schematic representation of nsLTPFinder workflow.
The Phython nsLTPFinder wrapper is described in material and method section.
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Fig. S3. Unrooted maximum-likelihood phylogenetic tree of nsLTPs with bootstrap values. 
Unrooted maximum-likelihood phylogenetic tree of nsLTPs from RNF plants (see Table 3) was 
constructed with IQ-TREE.
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