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Sujet (objectif, démarche et technique, collaboration(s),...) :

L'association entre Alnus spp et I'actinobactérie Frankia s’inscrit dans le cadre des symbioses actinorhiziennes. Au cours
de cette interaction plante-bactérie, Frankia induit chez sa plante-h6te la formation d’un nouvel organe au niveau
racinaire, le nodule, au sein duquel ont lieu des échanges trophiques entre les deux partenaires. La bactérie fournit a
I’'hote de I'azote réduit, grace a sa capacité a fixer I'azote atmosphérique, et bénéficie en retour des composés carbonés
issus de la photosynthése de la plante. Ces échanges trophiques a bénéfices réciproques entre les plantes actinorhiziennes
et leur symbiote expliquent leur caractére de plantes pionniéres, capables de coloniser des milieux pauvres en azote.
Cependant, les molécules et voies métaboliques impliquées dans ces échanges restent a ce jour trés peu décrites.
Récemment, une étude exploratoire globale des métabolites synthétisés dans les nodules, par comparaison avec des
racines non nodulées, a été réalisée au laboratoire chez deux especes différentes de plantes hotes au sein du genre Alnus :
A. glutinosa et A. viridis. D’'une part, grace a des analyses LC-DAD-MS et GC-MS, nous avons caractérisé des métabolites
discriminants en proportions significativement différentes entre les nodules et les racines, dont des acides aminés (AA),
des sucres et acides organiques (SAQ), et des métabolites secondaires (Mll). Pour certains d’entre eux, nous avons pu
évaluer leur effet sur la physiologie d’une souche de Frankia ACN14a.! D’autre part, une étude plus avancée concernant
le profilage métabolique des acides aminés (AA) issus de nodules et de racines nous a permis de mettre en évidence les
acides aminés les plus abondants et biomarqueurs de la symbiose. Des tests physiologiques sur la fixation et la croissance
de Frankia ACN14a en culture pure ont été menés et ont montré des effets stimulateurs, neutres ou toxiques sur la
bactérie>3 suggérant un réle important de ces AA dans le contréle et la régulation du métabolisme bactérien.

Le projet de recherche proposé ici dans le cadre d’un stage M2 s’inscrit dans la continuité de ces études et vise a :

(i) Poursuivre nos recherches autour de la compréhension des origines (bactérienne versus végétale ?) des
métabolites caractérisés dans les nodules. Nous avons pour cela besoin de mener un profilage métabolique de la bactérie
seule en dehors de toute interaction avec la plante. Par conséquent, nous allons réaliser des analyses métabolomiques de
culture bactérienne de Frankia ACN14a en milieux FBM- et FBM+. L’identification des composés pourra se faire sur la base
de leur spectre de masse, de leur spectre UV en lien avec des standards ou des bases de données. Ces données seront
comparées a celles obtenues précédemment dans les nodules et les racines pour ainsi proposer des biomarqueurs
spécifiques de la plante, de la bactérie ou de la symbiose plante-bactérie.?

(ii) Etendre nos connaissances sur le rdle des AA dans la symbiose. Nous allons sélectionner les AA spécifiques
de la symbiose et qui ont été observés comme stimulant ou inhibant la fitness de Frankia ACN14a 2 (Croissance et fixation
d’azote). La capacité de ces AA a moduler la fixation et la croissance de Frankia sera testée sur différentes souches
compatibles et incompatibles de I'aulne. Lors de ces tests, des profilages métaboliques de ces cultures en présence des
différents AA seront également réalisés (comme proposé dans I'axe i) afin d’identifier la réponse globale de la bactérie
d’'un point de vue métabolique. L’hypothéese proposée ici est que ces AA spécifiques de la symbiose seraient
potentiellement produits par la plante pour contréler son symbiote, et sous cette hypothese, n’auraient pas ou peu d’effet
sur des souches incompatibles de I'aulne alors qu’ils présenteraient des effets significatifs sur des souches compatibles en
induisant une réponse métabolique spécifique chez celles-ci.

Ce projet de recherche permettra a I'étudiant de bénéficier d’'une double formation aussi bien technique que théorique
en métabolomique et en microbiologie. Il pourra, selon I'avancement, étre valorisé sous forme d’une publication et ouvrir
sur un possible projet de these qui complétera notamment ces travaux par des analyses protéomiques et
transcriptomiques. Ces travaux visent totalement a comprendre le fonctionnement d’'un modele de symbiose
actinorhizienne et peut présenter un intérét agronomique.
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