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CHAPITRE I

Populations microbiennes associées à la plante
1. Définition de la phytosphère

La phytosphère est un habitat attractif pour les microorganismes en raison de l'abondance de nutriments et de stabilité relative de l'environnement. Elle se compose de trois principaux habitats pour les microorganismes associés aux plantes : la phyllosphère, l’endosphère et la rhizosphère. Les microorganismes qui occupent ces habitats aident à l'absorption des nutriments dans les sols tels que le phosphore, le potassium et l'azote. Certains microorganismes peuvent exercer une influence considérable sur la santé globale de la plante hôte. 
2. Microorganismes associés à la phyllosphère 

2. 1. Définition de la phyllosphère


La phyllosphère est défini comme étant un habitat microbien associée à l’ensemble des parties aériennes d’une plante et principalement les surfaces supérieures et inférieures des feuilles. Cet environnement constitue un habitat extrême et instable, oligotrophe, pauvre en nutriments carbonés et azotés et soumis à des stress multiples (rayonnement UV, température, dessiccation, faible disponibilité en eau, jour, nuit). Ainsi, la phyllosphère est un environnement relativement variable et dure par rapport à l’endosphère et la rhizosphère. 
2.2. Diversité microbienne dans la phyllosphère

Les microorganismes vivant sur la surface des plantes sont appelés épiphytes tandis que les microorganismes vivant dans le mésophylle (aussi appelé l’endosphère) sont qualifiés d’endophytes. La phyllosphère est un habitat de divers microorganismes, dont des bactéries, des champignons filamenteux, des levures, des protozoaires, des nématodes et des insectes. Ces microorganismes sont habituellement de simples commensaux, ils peuvent devenir pathogènes, lorsque la surface de la plante est endommagée. La colonisation de la surface foliaire par les bactéries épiphytes est fonction de la disponibilité en nutriments, de la quantité et de la diversité des exsudats foliaires. Contrairement à la rhizosphère, la surface foliaire en est pauvre.
Parmi les genres bactériens présents, Pseudomanas et Erwinia sont les plus importants en nombre. Un autre genre bactérien abondant, Sphingomonas, qui est spécialement équipé pour survivre à la forte irradiation UV que subissent les surfaces végétales. Cette bactérie commune aussi dans les sols et les eaux peut atteindre 108 cellules par gramme de tissu végétal. En nombre bien moindre que les bactéries, les champignons associés à la phyllosphère peuvent jouer des rôles essentiels dans les interactions avec les champignons pathogènes.
2.3. Activité microbienne dans la phyllosphère

Les microorganismes vivant dans la phyllosphère doivent être résistants aux différents stress environnementaux, ainsi ces épiphytes peuvent développer des mécanismes d’adaptation aux conditions de vie dans leur environnement. Par exemple ils peuvent résister aux métabolites antimicrobiens produits par la plante ou par d’autres microorganismes. Ils produisent des EPS (exopolysaccharides) pour mieux adhérer et se protéger de la dessiccation. Ils peuvent aussi produire des phytohormones comme l’acide indole-3-acétique, qui favorise le relargage de nutriments par relâchement de la paroi végétale. De plus certains champignons de la phyllosphère sont considérés comme dégradateurs de la litière forestière, participant au recyclage de la matière organique.
3. Microorganismes associés à la rhizosphère 
3.1. Définition de la rhizosphère


La rhizosphère est la région du sol qui adhère aux racines vivantes des plantes, cette région est directement influencée par les exsudats racinaires. Les interactions dans cette zone sont très importantes et intensives entre la plante, le sol et les microorganismes du sol. Les communautés microbiennes localisées autour des racines sont les plus étudiées et les mieux caractérisées car elles sont directement impliquées dans la production agricole du fait de leur rôle dans la bioaccessibilité des nutriments minéraux. Au sein de la rhizosphère, on distingue le rhizoplan qui correspond à l’interface racine/sol et le sol adhérant au système racinaire, qui est le sol restant attaché aux racines après agitation vigoureuse.
3.2. Diversité microbienne dans la rhizosphère

La rhizosphère comprend une grande diversité de microorganismes, elle peut contenir jusqu’à 1010 bactéries par gramme de sol. Les racines peuvent donc influer directement les communautés microbiennes eucaryotes et procaryotes présentes dans le sol. En effet, la rhizosphère est une zone fortement active où ont lieu de nombreux dialogues entre la plante et les bactéries. Les microorganismes de la rhizosphère interagissent entre eux et avec le système racinaire des plantes, exerçant des effets délétères (parasitisme), neutres (commensalisme) ou bénéfiques (mutualisme, symbiose) sur la croissance et la santé des plantes.

a) Microorganismes bénéfiques pour les plantes : 

- Champignons mycorhiziens : apportent à la plante des éléments nutritifs comme le phosphore. 80% de toutes les espèces de plantes terrestres forment des relations symbiotiques avec les mycorhizes.

- Bactéries fixatrices d’azotes : diverses bactéries sont capables de fixer l’azote atmosphérique et le rendre ainsi disponible pour les plantes. Certaines vivent pour cela en symbiose avec des plantes (ex : Rhizobium, Frankia), alors que d’autres vivent librement dans le milieu (Azotobacter, Azospirimum, etc.),

- Bactéries promotrices de croissance (PGPR : Plant Growth Promoting Rhizobacteria) : certaines bactéries (ex : genre Bacillus et Pseudomonas) sont des antagonistes capables de protéger les plantes contre les attaques des microorganismes pathogènes. 

b) Microorganismes commensaux (indifférents) : utilisent à leurs profits des ressources provenant de la plante sans lui causer de dommage,

c) Microorganismes délétères : nombreuses bactéries et champignons pathogènes. Exemples Ralstonia solanacearum colonise le xylème, causant une pourriture brune des cultures de pomme de terre, tomates, tabac, etc. et Agrobacterium tumefaciens responsable d'une maladie appelée galle du collet.
3.3. Activité de la rhizosphère 
a) L’effet rhizosphère 

La population importante des microorganismes dans la rhizosphère est due aux substrats énergétiques abondants qui s’y trouvent. La plante nourrit les bactéries, champignons et autres espèces microbiennes dans la rhizosphère, qui à leur tour en échange, sécrètent des enzymes, des acides organiques, des antibiotiques, des hormones de croissance et d'autres substances qui sont absorbés par les racines et transportés vers les feuilles.
b) Nature des rhizodépôts 

La « rhizodéposition » constitue l’ensemble des composés organiques libérés par les racines. La plante produit différents types de rhizodépôts :

- Les exsudats: diffusion passive hors des cellules des molécules hydrosolubles de faibles poids moléculaires émises dans le sol. Ces exsudats regroupent essentiellement des sucres, des acides organiques et des acides aminés. Les exsudats racinaires agissent comme des messagers qui stimulent la communauté microbienne. Certains composés de la plante favorisent la croissance des bactéries bénéfiques ; d’autres affaiblissent et repoussent les bactéries nuisibles.

- Les sécrétions : processus actif consommant de l’énergie, concernent généralement des composés de poids moléculaires élevés, comme enzymes ou mucilages (substances végétales, constituées de polysaccharides, qui gonflent au contact de l'eau en prenant une consistance visqueuse).

- Les lysats: constitués des produits d’autolyse de cellules épidermiques sénescentes et desquamées. La dégradation microbienne des parois permet de libérer le contenu cytoplasmique des cellules. On trouve dans ces produits une grande quantité de carbone organique, source d’énergie pour les microorganismes.

- Les gaz : les racines libèrent des composés volatils tels que le CO2, l’éthylène (phytohormone), les alcools (éthanol, méthanol) et des aldéhydes (formaldéhyde, acétaldéhyde, propionaldéhyde), qui peuvent influencer à distance la germination de spores fongiques.
Les substances libérées par les racines varient aussi bien quantitativement que qualitativement d’une variété de plante à l’autre. Elles sont d’autre part fortement influencées par tous les facteurs influençant l’activité photosynthétique et la croissance de la plante : lumière, température, teneur en eau du sol, structure du sol, ect. 
c) Activité microbienne dans la rhizosphère
L’activité rhizosphérique est déterminée par le fonctionnement des racines, plus particulièrement l’exsudation racinaire, qui correspond à l’émission des produits organiques. Ces derniers diffusent dans le sol et servent de composés carbonés aux microorganismes du sol, tels que les bactéries et les champignons. L’activité microbiologique dans la rhizosphère a diverses conséquences pour les plantes : 

- solubilisation des éléments nutritifs facilitant leur absorption par les plantes ; 

- synthèse des hormones de croissance, qui peuvent influencer le métabolisme de la plante ;

- production de composés toxiques par certains microorganismes ou la capacité de détoxification par exemple de composés phénoliques par d’autres peuvent directement agir positivement ou négativement sur la physiologie de la plante ;

- synthèse des sidérophores, agents chélateurs, peuvent également favoriser ou freiner l’assimilation d’éléments comme le fer, le manganèse et le zinc ;

- biocontrôle (protection contre les pathogènes) ;

- Fixation symbiotique de l’azote atmosphérique par des bactéries spécifiques chez les légumineuses ou la fixation libre par d’autres bactéries, comme le genre Azotobacter.

d) Facteurs déterminant l'activité de la rhizosphère
L’activité microbienne dans la rhizosphère est régie par :

- des facteurs de l’environnement climatique, notamment l’humidité de l’air, la température, la radiation solaire, la teneur en CO2, etc. ;

- des facteurs de l’environnement édaphique, notamment : la teneur du sol en eau et en oxygène, la température du sol, la teneur du sol en éléments assimilables par les plantes, présence de composés phytotoxiques.

- des échanges de « molécules signal entre les racines des plantes et les microorganismes qui leur sont associés » (champignons, bactéries, etc.), mais le rôle et l’importance de ces molécules est encore mal connu pour une symbiose associative entre les PGPR (Plant-Growth Promoting Rhizobacteria) et une plante. Les signaux rhizosphériques influent sur l'expression génique. Ils sont souvent « phytobénéfiques » en améliorant par exemple la croissance et le fonctionnement du système racinaire.
CHAPITRE II
Microorganismes phytopathogènes

La pathologie végétale (phytopathologie) est la science qui étudie les maladies des plantes. L’organisme phytopathogène (du grec phyton, végétal et pathos, maladie), lors d’une partie ou de tout son cycle de vie, se développe dans la plante au détriment de celle-ci, en provoquant une maladie. La maladie se manifeste par des symptômes visibles sur les parties infectées de la plante. Les modifications affectant les feuilles, peuvent subvenir sous forme de chlorose (perte de chlorophylle, pâleur de la feuille), ou albinisme (absence de pigmentation) ou encore de brunissement des racines. L’altération des organes peut prendre la forme de nécrose (mort cellulaire), de flétrissement ou de pourriture.des modifications anatomiques touchant les rameaux et les tiges comme les chancres ou encore affectant les feuilles, les fleurs, la croissance (nanisme ou gigantisme).

A l'intérieur de la pathologie, on distingue souvent l'étiologie, qui étudie les causes des maladies, et l'épidémiologie, qui traite de leur développement. 
Les maladies des plantes sont dues à :

- des organismes pathogènes (champignons, bactéries, virus, nématodes)
- des conditions environnementales qui ne sont pas favorables pour la plante (manque des substances nutritives, l’inondation, trop de soleil, etc.), elles sont responsables des maladies physiologiques.
1. Champignons phytopathogènes

1.1. Caractères généraux 


Les champignons font partie des eucaryotes, organismes possédant des cellules munies d'un noyau. Certains champignons sont unicellulaires (levures), mais la plupart sont filamenteux. Les cellules des champignons sont arrangées dans une structure appelé le hyphe, sorte de tuyau plus ou moins large contenant le cytoplasme, plusieurs hyphes font un assemblage qui s’appelle le mycélium. Ils se reproduisent et se multiplient par des spores de nature diverse, issues d’une reproduction asexuée (multiplication végétative) ou sexuée. Les spores, sont disséminées par le vent et par la pluie. 
Tous les champignons assimilent le glucose, sont aérobies et ont besoin d'eau. Ils sont non chlorophylliens, donc incapables de faire la photosynthèse. Ils sont hétérotrophes, doivent trouver leur carbone dans les composés organiques des autres organismes vivants ou mort. Ils sont donc organotrophes, se nourrissent de composés organiques et absorbotrophes, se nourrissant par absorption. 
Les champignons sont des Thallophytes, développent un appareil végétatif ou thalle, ne porte ni feuilles, ni racines, ni fleurs, et ne comporte pas de vaisseaux ligneux. Un thalle est constitué de mycélium. Ils ont une paroi cellulaire chitineuse, ce qui les rapproche plus des animaux que des végétaux. Dix mille espèces de champignons phytopathogènes sont connues, certains d’entre eux peuvent influencer positivement la croissance des plantes, d’autres peuvent nuire à leur santé.
1.2. Mécanismes d’actions 

Les stratégies utilisées par les champignons pour infecter les plantes sont variables : 
- Pour bénéficier des éléments nutritifs nécessaires à leur croissance, les champignons se heurtent à des barrières physiques efficaces de la plante : la cuticule foliaire, l’écorce des tiges et des racines ou des parois cellulaires.

- pour coloniser et détruire la plante, les champignons déploient des armes chimiques très variées parmi lesquelles les enzymes, les toxines, les hormones et les polysaccharides. Ces principaux facteurs de pathogenèse varient cependant d’un champignon à l’autre et d’une maladie à l’autre.

a) Structures d’infection

Le mycélium et les spores des champignons sont impliqués dans la conservation et la propagation de l’espèce et dans l’infection des plantes.
- le mycélium se propage à la surface de l’hôte et pénètre dans les tissus par les stomates ou les lenticelles.

-Contamination par la spore : son adhérence à la surface de la plante et sa germination mène à la formation d’un tube germinatif qui va différencier un appressorium (Figure 1), structure spécialisée dans l’adhésion du mycélium à la surface de l’organe infecté et à la colonisation des cellules de l’hôte. L’appressorium génère un hyphe d’infection qui traverse la cuticule en exerçant une pression et pénètre sous l’épiderme pour envahir les parenchymes, en fonction des espèces, il reste extracellulaire ou bien envahit les cellules. On distingue :

· les champignons nécrotrophes : tuent leur hôte et se nourrissent des matières mortes, ils sont appelés «saprophytes».
· Les champignons biotrophes : exploitent la cellule végétale sans la tuer, le mycélium intercellulaire adhère à la paroi de la cellule végétale et différencie un haustorium (suçoir) intracellulaire dont la fonction est de détourner les réserves au profit du champignon (Figure 1). Ces champignons ont un spectre d’hôte étroit parfois une seule espèce, ex: rouilles fongiques.
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Figure 1 : Structures infectieuses d’un champignon
b) Enzymes de dégradation des parois
Un champignon pathogène doit franchir les barrières naturelles de la plante hôte tels que : 

- la cutine : polymère de lipide cellules épidermiques aériennes, 

- la subérine : substance cireuse présente au niveau de la tige ou des racines, 

- la cellulose : principal constituant de la paroi des cellules végétales.

Les parois des cellules végétales sont riches en cellulose, hémicellulose, pectines, protéines et lignines. La dégradation de ces substances implique des enzymes fongiques spécifiques (Tableau 1). Certains champignons parasites des plantes ligneuses possèdent une gamme d’enzymes très complète pour dégrader les lignines du bois. La pourriture représente le stade final de digestion de ces parois ; elle peut être blanche, brune, sèche, molle, etc. D’autres enzymes peuvent être impliquées dans la dégradation des systèmes membranaires comme les 
phospholipases. Les amylases dégradent l’amidon dont le produit final, le glucose est directement assimilé par le champignon.
        Tableau 1 : Enzymes fongiques impliqués dans la dégradation des parois végétales 
	Constituant cellulaire
	Enzyme
	Fonction

	Cellulose 
	Cellulases et β glucosidase
	Hydrolase

	
	Endo et exoglucanase
	

	Hémicellulose
	Hémicellulase, xylanase, 
	Hydrolase

	
	arabinase
	

	Pectine 
	Pectine lyase
	Hydrolase

	
	Pectine méthyl-esterase  
	Hydrolase ester

	
	polygalacturonase
	Hydrolase

	Lignine
	Ligninase, laccase, 
	Oxydation

	
	lignin-peroxydase
	

	Cutine 
	Cutinase
	Hydrolase

	Subérine  
	Oxydase et lipase
	Oxydation, Hydrolase

	Protéine
	Protéase, protéinase
	Hydrolase


c) Toxines, facteurs prépondérants du développement des maladies


Les toxines agissent sur les constituants cellulaires causant des désordres irréversibles aux cellules infectées tels que : les modifications de la perméabilité membranaire, inhibition de l’activité de certaines enzymes, l’altération des facteurs de croissance.

- toxines non spécifiques : ont un spectre d’action très large. C’est le cas de la tentoxine sécrétée par Altenaria alternata est impliqué dans le blocage de la phosphorylation de l’ADP en ATP dans les chloroplastes, ce qui affecte la synthèse de la chlorophylle en induisant la chlorose des tissus.

- Toxines spécifiques : affectent spécifiquement les cultivars sensibles d’une espèce végétale vis-à-vis du champignon pathogène correspondant.
2. Bactéries phytopathogènes 
2.1. Caractères généraux 


Les bactéries phytopathogènes sont souvent gram negatif (Erwinia, Pseudomonas, Xhantomonas, etc.), seule la forme en bâtonnet intéresse les phytopathogènes. Le nombre de bactéries infectant les végétaux est faible par rapport aux nombreuses bactéries saprophytes et aux bactéries trouvées chez les animaux. Le génome est porté par un chromosome bactérien et par des plasmides, qui peuvent porter les gènes impliqués dans l’interaction du pathogène et de la plante hôte (Agrobactérium, Pseudomonas). 
Les symptômes provoqués par les bactéries phytopathogènes sont variés. Les plus importants sont :

· des taches huileuses sur le limbe foliaire (graisse du haricot provient de la Pseudomonas Phaseolicola, feu sauvage du tabac).ou sur des tiges (jambe noire de la pomme de terre) ;

· des infections vasculaires : les bactéries envahissent les vaisseaux et provoquent un flétrissement (flétrissement de la tomate, feu bactérien sur poirier) ;

· des tumeurs : principalement sur racines (galle du collet du rosier, framboisier, vigne, etc).

2.2. Principaux genres de bactéries phytopathogènes 

La première subdivision taxonomique au sein des bactéries repose sur la composition de la paroi mise en évidence par la technique de la coloration de Gram. Les gènes qui codent pour l’ARN ribosomique jouent un rôle particulièrement important dans l’établissement des classifications des genres et des espèces bactériennes. 

a) Bactéries Gram− : Proteobactérie
· Section des α-Proteobactérie

- Agrobactérium : mis au contact d’une blessure, la bactérie peut provoquer chez quasiment toutes les dicotylédones, des galles (encore appelées tumeurs) ou quelquefois la prolifération anarchique de racines (ex. Agrobacterium tumefasciens).

Ce groupe contient également le genre rhizobium qui vit en symbiose avec les racines de légumineuses.

·  Section des β-Burkholderia
- Burkholderia On retrouve le genre Burkholdéria qui provoque des flétrissements, des pourritures ou des nécroses.
- Ralstonia responsable de maladies vasculaires en région tropicale.
· Section des γ-Proteobactéria
- Pseudomonaset Xanthomonas : Les genres Xanthomonas et Pseudomonas se retrouvent partout et comportent plus d’une centaine de pathovars, qui s’attaquent aux céréales et graminées.

- Erwinia : ce genre est responsable d’importantes maladies de plantes, par exemple Erwinia amylovora est responsable de nécrose sur les arbres fruitiers (poirier, pommier…).

- Xylella fastidiosa : parasite obligatoire des vaisseaux du xylème.

· Section des ε-Proteobactéria : on retrouve de nombreuses espèces vivant dans les vaisseaux du phloème.

b) Bactéries Gram+

La valeur du pourcentage des bases C+G est fixe au sein d’une espèce. Le séquençage L’ADNr permet ainsi d’établir les liens de parenté entre chaque groupe taxonomique.
· Contenu C+G < 50%
- Section des Clostridia : des bactéries pectinolytiques appartenant au genre Clostridium (bâtonnets, anaérobies strictes, formant des spores) sont parfois associées à des symptômes de pourriture molle chez les végétaux placés en conditions d’anaérobiose.
- Section des Mollicutes : contient les phytoplasmes et spiroplasmes qui sont des bactéries sans paroi. Ces bactéries se font souvent transportées par des insectes vecteurs pour coloniser les vaisseaux conducteurs dans lesquels elles vivent.

- Section des Bacilli : les bactéries du genre Bacillus sont principalement saprophytes mais 3 espèces sont pathogènes, B. megaterium infecte le blé, B. Circulans infecte le palmier dattier et B. polymyxa infecte la tomate.

· Contenu C+G ˃ 50% : on retrouve les bactéries corynéformes, qui sont actuellement divisées en 4 genres principaux : Arthrobacter, Clavibacter, Rhodococcus et Streptomyces. Les espèces les plus dommageables sont clavibacter michiganenese subsp sepedonicum provoquant la maladie de la nécrose annulaire de la pomme de terre, tandis que C. michiganese subsp michiganense cause le flétrissement de la tomate. Ce groupe contient également le genre Streptomyces, procaryote possédant la structure d’un pseudo mycélium (forme proche de celui des champignons).
2.3. Modes d’actions et cycle parasitaire


On distingue :

- parasites facultatifs : possèdent une phase saprophyte (dans la rhizosphère ou phyllosphère) pendant une partie de leur cycle biologique, l’autre partie est parasitaire

- parasites obligatoires : ont une activité exclusivement parasitaire.

Le déroulement de l’épidémie exige l’enchainement de plusieurs événements qui constituent le cycle infectieux de base : phase de conservation de l’inoculum, phase de d’infection et phase de dispersion.

a) Conservation et dispersion

- l’environnement aérien constitue un milieu important pour la survie et la dispersion des bactéries. Les bactéries parasites sont souvent naturellement présentes sur la surface des organes aériens des plantes, on dit qu’elles vivent en épiphyte. Cette phase épiphyte est favorisée par un degré d’humidité important. A cet égard, la présence des exopolysaccharides (capsule) joue un rôle important dans la survie des bactéries épiphytes en les protégeant à la fois de la dessiccation et des UV. L’eau de pluie en surface d’une feuille constitue un dispersant efficace, tant pour une même plante que pour le passage de plante à plante.
- le sol constitue un milieu de survie de nombreuses bactéries phytopatogènes. Le chimiotactisme des bactéries et leur capacité à se multiplier dans la rhizosphère sont influencé par les exsudats racinaires. Certaines bactéries colonisent les racines préférentiellement au niveau des zones d’élongation et d’émergences des racines secondaires, deux sites où les éléments nutritifs sont particulièrement abondants. 

- Certaines bactéries sont capables de former des structures de protection : les spores, qui sont capables de résister à des températures élevées, aux rayons UV  et à la dessiccation. Placées en conditions favorables, elles «  germent » pour redevenir des cellules actives.

- Les phytoplasmes et spiroplasmes qui sont des bactéries parasites obligatoires des tissus conducteurs des végétaux, ils ne peuvent pas vivre de façon saprophyte. Entre deux cultures, ces agents se conservent dans les plantes pérennes ou dans les insectes vecteurs. Le groupe des phytoplasmes donnent par exemple des jaunissements, des flétrissements.

b) Phase d’infection et différents stratégies parasitaires

L’infection se fait le plus souvent de façon aléatoire (aérosols, vent, outils contaminés, eau d’arrosage chargée de germes, résidus de plantes infectées,…) par les ouvertures naturelles, stomates, lenticelles, ou des blessures. Les plaies peuvent être causées de plusieurs façons, notamment par des insectes phytophages. Une fois à l'intérieur de la plante, les bactéries utilisent différentes stratégies pour assurer leur croissance en phase parasitaire. Les mécanismes actifs de l'infection et de l'invasion sont au nombre de trois.

- le comportement nécrogène : certaines bactéries sécrètent des toxines qui provoquent des nécroses au niveau des feuilles. Exemple : des bactéries nécrogènes, genre Xanthomonas, Ralstonia et Erwinia amylovora.

- le pouvoir pathogène des bactéries dites « macergènes » : est lié principalement à la synthèse d'enzymes spécifiques dégradant les parois cellulaires végétales tels que les pectates lyases et les polygalacturonases. Ces bactéries sont responsables de pourritures molles, ex. Erwinia chrysanthemi.

- les bactéries oncogènes ou biotrophes : l'espèce type est Agrobacterium tumefaciens, responsable de la galle du collet chez les dicotylédones. Cette bactérie dispose d'un système moléculaire lui permettant de transférer un grand fragment d'ADN (appelé T-DNA, pour transfert-DNA) contenant plusieurs gènes présent sur l'un de ses plasmides (appelé plasmide Ti, pour tumor-inducing) vers l'ADN génomique de la plante. 
3. Virus phytopathogènes

3.1. Caractères généraux 

Les virus sont constitués soit de l’ARN, soit de L’ADN monocaténaire ou bicaténaire, circulaire ou linéaire, entouré d’une capside protéique. La plus part des virus végétaux sont des virus à ARN.  Dans la cellule hôte, le virus perd sa capside et libère son acide nucléique. Plus de 2000 maladies connues chez les plantes sont provoquées par plus de 600 types de virus identifiés. La transmission des virus entre les plantes malades et saines implique le plus souvent des insectes vecteurs. Les symptômes engendrés par une infection virale sont nombreux : nanisme, chloroses, nécroses, jaunisses, mosaiques, striures, rayures, Exemples de maladies : Mosaïque du tabac, du concombre, Sharka (pêchers, pruniers, abricotier, etc.).

3.2. Cycle cellulaire du virus dans la plante

Contrairement aux virus animaux, les virus végétaux sont incapables de traverser la paroi cellulaire. Leur pénétration se fait par les blessures ou par l’intermédiaire des vecteurs comme les insectes (cicadelles, aphides ou mouches blanches) pourvus de pièces buccales capables de percer et de sucer. Les principales phases du cycle viral sont la décapsidation, la traduction du génome, la réplication, l’encapsidation et le mouvement.

a) La décapsidation : une fois à l’intérieur d’une cellule hôte, le virus perd son enveloppe et son acide nucléique est libéré.

b) la traduction du génome : les virus utilisent la machinerie traductionnelle de la cellule hôte pour synthétiser leur protéines virales. L’ARN des virus contient une partie des déterminants génétiques nécessaires à sa multiplication, codant ainsi les ARN polymérases, les protéines de capside et de mouvement, des protéines impliquées dans le clivage de l’acide nucléique et la transmission du virus par son vecteur, et d’autres protéines de fonctions encore inconnues.

c) la réplication ou multiplication virale : lors de cette phase, il y a réplication du génome, expression du génome sous forme d’ARNm (transcription) et traduction des ARNm en protéines par la machinerie cellulaire. Selon les types de virus et la nature de leur génome, le mécanisme de la multiplication virale peut être très différent. Pendant ce cycle, il est impossible d'isoler une particule virale.

d) l’encapsidation (phase de maturation) : après la synthèse des protéines et la réplication du génome les deux composantes vont s’assembler et former de nouvelles particules virales. 

3.3. Mouvement du virus dans la plante


On distingue deux stades dans le déplacement de nombreux virus au sein de la plante : de cellule à cellule, ou à courte distance, entre les cellules parenchymateuses et de déplacement à longue distance dans les cellules conductrices.

- le déplacement de virus de cellule à cellule passent par des plasmodesmes, ce déplacement est facilité par des protéines codées par les virus, ces protéines augmentent la limite de la taille d’exclusion (ces protéines sont nécessaires au mouvement en modifiant les plasmodesmes). Ex: la protéine de mouvement (MP) du virus de la mosaïque du tabac (TMV). Le déplacement de cellule à cellule par les plasmodesmes est un processus lent. Dans une feuille par exemple, le virus se déplace d’environ 1mm/jour.

- les cellules conductrices, essentiellement les tubes criblés du phloème sont le siège du mouvement à longue distance des virus. L’implication de la capside protéique (CP) dans le mouvement à longue distance concerne plusieurs genres viraux. Chez le TMV, la CP et les protéines de réplication, en association avec les flux des métabolites carbonés, dirigent les virus vers les zones d’élongation tissulaire. Dans ce cas le déplacement est rapide (cm/hr), le virus envahit la plante vers les tissus en croissance, même sens que les produits de la photosynthèse.

Chapitre III

Relation plante hôte-agent pathogène

1. Relations compatibles et incompatibles 


Le processus d’infection d’une plante par un agent pathogène, champignon, virus ou bactérie, est très dépendant de l’environnement. L’infection débute en général par des échanges des signaux moléculaires, l’entrée des microorganismes se fait par des ouvertures naturelles des stomates et des lenticelles, par des blessures (poils cassés, dégâts du gel), ou par attaque de la couche protectrice (cutinases et pectinases, injection par vecteur). Lors de cette contamination, deux relations sont possibles (Figure 2) : 

- la relation compatible, lorsque la multiplication du pathogène sur l’hôte est active et lui permet de coloniser tout ou une partie de l’hôte, et 

- la relation incompatible, lorsque la croissance du pathogène et donc la colonisation de l’hôte s’arrêtent précocement.
La résistance hôte quant à elle implique la reconnaissance entre la plante hôte et l’agent pathogène. Ce n’est qu’après cette reconnaissance que s’engagent les processus actifs de résistance ou de sensibilité, d’incompatibilité ou de compatibilité. Parmi les interactions plantes-pathogènes, il est possible de distinguer trois types de relations: relation non-hôte (incompatible), relation hôte compatible ou relation hôte incompatible. 

1.1. Relation non-hôte

La relation non-hôte caractérise l’incompatibilité entre tous les génotypes (cultivars) d’une espèce de plante donnée et toutes les souches d’un pathogène donné. Cette interaction se manifeste par une incapacité de l’agent pathogène à infecter l’espèce de plante (Figure 2). Une des raisons de cette résistance peut être que la plante ne possède pas les éléments nécessaires pour une colonisation efficace par l’agent pathogène. Ainsi cette résistance non-hôte pourrait dépendre de multiples mécanismes protecteurs tels que : 
- l’inadaptation morphologique ou biochimique de ses surfaces (l’épaisseur et la topographie de la cuticule, présence d’inhibiteurs de surface agissant sur la germination du pathogène) ou de ses ouvertures naturelles (localisation et la forme des stomates);

- les réactions de défense de la plante induites par la pénétration de l’agent pathogène (exemple : molécules libérées à partir des parois de l’hôte par l’action d’enzymes de dégradation émis par le microorganisme envahisseur). Ces mécanismes biochimiques ne semblent pas fondamentalement différents de ceux qui régissent la relation hôte dans le cas de la relation d’incompatibilité.
1.2. Relation hôte 
1.2.1. Relation hôte incompatible


Dans la relation hôte, le pathogène est capable d’infecter l’espèce mais certains cultivars de la plante sont résistants. Une interaction est incompatible entre un hôte résistant et un agent pathogène même si l’espèce végétale est un hôte pour l’agent pathogène (exemple de quelques cultivars de pomme de terre d’une même espèce dont un cultivar peut être résistant pour le même pathogène). 

L’interaction incompatible est considérée comme un évènement spécifique aux deux partenaires qui nécessite l’interaction des produits de deux gènes : un gène d’avirulence (Avr) de l’agent pathogène souche-spécifique et un gène de résistance (R) de la plante génotype-spécifique. Cette résistance dite réaction d’hypersensibilité, se caractérise souvent par une réaction nécrotique localisée avec peu ou pas de symptômes sur l’hôte ni de dommages agronomiques (Figure 2).

2.2.2. Relation hôte compatible

L’interaction compatible se produit entre un hôte sensible ou de tolérance modérée et un agent pathogène virulent (Figure 2) : 

- Au sein d’une plante hôte sensible, le pathogène se développe et colonise tout ou une partie de l'hôte; qui présente des symptômes de maladie et éventuellement des dégâts agronomiques.
- La tolérance n’est pas une forme de résistance, elle correspond à la capacité d’une plante à subir une maladie sans que celle-ci n’affecte le rendement ou la qualité de cette plante. On observe une réduction du développement du pathogène ou un retard dans l’apparition de ses structures de reproduction.
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Figure 2 : Relations parasitaires 
CHAPITRE IV

Mécanismes de résistance de la plante aux pathogènes


Dans leur lutte permanente pour la survie, les plantes ont développées des stratégies de défense très diversifiés qui leur permettent de résister à la plupart des agressions parasitaires. Malgré l’existence des barrières constitutives chimiques ou physiques qui confère à la plante une résistance générale hautement efficace, l’induction de défenses plus adaptées est nécessaire. Lorsque l’agent pathogène infecte la plante hôte et qu’il ya développement d’une maladie, la relation est qualifié de compatible et le pathogène est dit virulent. Plusieurs facteurs favorisent le développement de l’infection : les conditions environnementales, le manque de reconnaissance de l’agent pathogène par la plante ou l’inefficacité d’activation des défenses de la plante.

Dans toutes interactions plantes-pathogènes, trois étapes sont à considérer 

- la première étape est celle de la reconnaissance du parasite. Dans le cas d’une interaction incompatible, elle conduit le plus souvent à la mort programmée des cellules attaquées caractéristique d’une réaction hypersensible (HR), qui est une lésion nécrotique localisée autour des sites de pénétration du parasite dans les tissus végétaux.

- la deuxième étape appelée transduction du signal consiste en l’activation de cascades de signaux visant l’induction des réactions de défense.

- la troisième étape est caractérisée par l’activation des gènes de défense et la synthèse de plusieurs protéines et autres molécules de défense créant un environnement défavorable à l’invasion du parasite.  
1. Résistance des plantes aux maladies

Les plantes résistent efficacement à leurs agresseurs et développent assez rarement des symptômes sévères de maladies. Pour lutter contre les pathogènes, les plantes développent des stratégies de défense très diversifiées basées à la fois sur l’établissement de barrière physique (cuticule, paroi pectocellulosique, etc.) empêchant l’entrée et la progression de l’agent pathogène dans la plante et sur la synthèse de molécules toxiques pour l’organisme pathogène. On retrouve chez les plantes deux types de résistance : la résistance passive et la résistance active.

1.1. Résistance passive


Elle se divise en deux grandes catégories :

a) Les barrières structurales (exemples : cuticule, poils) représentent le premier obstacle qu’un agent pathogène rencontre avant son contact avec les parois des cellules épidermiques de la plante où s’effectuera le premier niveau de reconnaissance responsable du devenir de l’interaction. Les virus et les bactéries pénètrent ces barrières de façon purement passive en profitant de micro-blessures causées, par exemple, par les piqûres d’insectes, la pluie, le gel ou les oiseaux.
b) Les barrières chimiques appelées phytoanticipines, exemple : Les composés phénoliques ont un effet délétère sur la germination des spores ; la croissance mycélienne et la production d’enzymes hydrolytiques comme les pectinases.

1.2. Résistance active

Lorsqu’un agent pathogène réussit à contourner la première ligne de défense, un nouveau système de résistance se met en place. Qui est responsable de l’activation de plusieurs voies métaboliques pour :

- renforcer les barrières externes, comme la paroi, afin de retarder ou même d’empêcher la pénétration de l’agent pathogène
- favoriser la création d’un environnement toxique au cas où le pathogène parviendrait à franchir les barrières structurales nouvellement formées. La résistance active peut être généralisée ou spécifique :

- La résistance spécifique est une résistance dite génétique selon la théorie « gène pour gène » découverte par Flor (1971). Pour que la plante soit résistante à un agent pathogène spécifique, les deux protagonistes doivent posséder des gènes complémentaires : un gène de résistance R pour la plante et un gène d’avirulence Avr pour l’agent pathogène.
- La résistance généralisée ou non spécifique : Toutes les plantes, même si elles ne possèdent pas de gène R de résistance, ont la capacité de se défendre contre un agresseur. La résistance généralisée, quant à elle, peut s’exercer au niveau local (résistance locale acquise, ou RLA), c’est-à-dire au site de pénétration de l’agent pathogène ou au contraire se propager à distance des cellules attaquées. On parle alors de résistance systémique acquise (SAR « Systemic Acquired Resistance »), un phénomène de résistance générale induite de longue durée et à large spectre, qui protège efficacement la plante contre des infections ultérieures et la rend également plus performante envers d’autres attaques potentielles. 
2. Reconnaissance de l’agent pathogène


Elle est essentielle, car elle permet aux étapes ultérieures de défense de se déclencher. L’étape de reconnaissance est :

- soit spécifique, si elle résulte de l’interaction entre les produits du gène avr du pathogène et du gène R de la plante,

- soit non spécifique lorsque cette étape implique des molécules élicitrices générales. 

2.1. Reconnaissance spécifique « gène pour gène »

Le modèle gène pour gène, mis en évidence chez certaines bactéries, virus et champignons, repose sur une reconnaissance moléculaire entre la plante-hôte et le pathogène. Si la reconnaissance s’effectue, il n’ya pas développement de la maladie, la réaction est incompatible. Dans le cas contraire, la maladie se développe, la réaction est compatible. 

La plante développe une résistance spécifique (relation incompatible), lorsque le produit d’un gène de résistance (R) dominant de la plante hôte reconnaît le produit d’un gène d’avirulence (Avr) de l’agent pathogène correspondant, dans les 3 autres cas la réaction est compatible (tableau 2). La résistance gène pour gène est connue aussi sous le nom de « résistance spécifique » ou « résistance qualitative ». Les caractéristiques typiques et visibles de cette reconnaissance est la réaction hypersensible (HR) associée à une nécrose localisée et accompagnée par le déclenchement des réactions de défense.
Tableau 2 : Le modèle gène pour gène : gène d’avirulence du pathogène (Avr) et gène de résistance de la plante (R).
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                               Plante Pathogène
	Génotype

	
	R dominant
	R récessif

	Génotype
	Avr dominant
	Avr/R,

Relation incompatible, pas de maladie
	Avr/r,

Relation compatible, maladie

	
	avr récessif
	avr/R,

Relation compatible, maladie
	avr/r,

Relation compatible, maladie


2.1.1. Gènes de résistance 

Les gènes de résistance R des plantes codent des protéines cytoplasmiques ou transmembranaires. Les protéines R ont deux fonctions : percevoir le signal émis par le pathogène et coordonner les stratégies de défense en modulant la transduction du signal. Elles sont impliquées dans la reconnaissance des produits des gènes Avr, dont l’activité nécessite une localisation intracellulaire. A l’opposé les produits des gènes R transmembranaires confèrent la résistance à des champignons se développant dans l’apoplasme où ils libèrent leurs facteurs de virulence. Par exemple Les gènes N de Nicotiana glutinosa et Rx de la pomme de terre sont deux exemples de gènes dominants de résistance au virus.
2-1-2. Gènes d’avirulence


D’une manière générale, les gènes Avr codent des produits ayant une activité élicitrice directe des réponses de défense, soit des enzymes impliquées dans la synthèse des éliciteurs. Chez les bactéries, ces gènes codent des protéines solubles intracellulaires contrairement à celles codées par les gènes des champignons qui sont extracellulaires. 

Les protéines Avr sont probablement injectées dans le cytoplasme de la cellule végétale. A ce stade, soit la protéine Avr interagit avec la protéine de résistance R pour déclencher la RH, soit elle est transportée dans le noyau. Dans ce cas elle reconnaît une protéine R pour activer la résistance ou, en l’absence de reconnaissance elle active le transcriptome et induit le développement de la maladie pouvant conduire à la mort de la plante.
2.2. Reconnaissance non spécifique : les éliciteurs généraux

Les éliciteurs généraux sont souvent des composés structuraux des parois cellulaires du pathogène (éliciteurs exogènes) ou de l’hôte (éliciteurs endogènes) libérés par l’action des enzymes hydrolytiques. Ils induisent des réponses typiques de défense, généralement la synthèse des phytoalexines. Ces éliciteurs servant de signal sont actives à faibles doses. Elles sont capables de sensibiliser le système défensif des plantes puis d'engendrer une résistance vis-à-vis d'un pathogène auquel elles seraient normalement sensibles. On en distingue plusieurs catégories:
- les éliciteurs «exogènes» (oligoshaccharides, glycoprotéines, lipides, protéines et peptides) qui proviennent directement du pathogène, telles des molécules présentes à la surface des micro-organismes pathogènes ou excrétées par ces derniers.

- Les éliciteurs «endogènes» (oligogalacturonates = fragments pectiques) sont produits par la plante elle-même par dégradation de la paroi de ses propres cellules, au niveau des lésions, pour engendrer, par exemple, des réactions de défense et cicatrisation.
3. Les molécules de l’hôte impliquées dans les mécanismes de résistance


Les mécanismes de défenses des plantes comprennent toute une gamme de molécules, les unes ayant pour but de renforcer la paroi végétale afin de ralentir la pénétration de l’agent pathogène, les autres ayant un rôle antimicrobien direct, telles les phytoalexines et certaines protéines de défense. Ces réponses sont souvent précédées par une réaction hypersensible dont le but serait de confiner le pathogène au site d’infection.

3.1. Renforcement des parois végétales


Les défenses de la plante comprennent un ensemble de mécanismes conduisant à modifier et à renforcer la paroi contre les dégradations enzymatiques générées par les pathogènes. 

Le renforcement pariétal se traduit par la formation de nouvelles barrières dénommées papilles ou appositions pariétales entre la paroi et la membrane plasmique de la cellule hôte mise au contact du pathogène. Les papilles sont des protubérances hémisphériques sont constituées de molécules polysaccharidiques, comme la callose, de polyphénols, de protéines, glycoprotéines riches en hydroxyproline, de suber (liège), de silice, de calcium et de lignine. Les papilles contribuent fortement à retarder la progression de l'agent pathogène dans les tissus de la plante et à empêcher la diffusion de substances délétères telles des enzymes de dégradation des parois ou des toxines

3.2. Phytoalexines


Les phytoalexines sont des molécules antimicrobiennes produits par les plantes, leur synthèse est induite en réponse à différents facteurs de stress soit de façon biotique (microorganismes), soit de façon abiotique (stimulus physique ou chimique). La plupart des phytoalexines sont des composés phénoliques, elles s’accumulent très rapidement dans le site d’infection. La nature des phytoalexines est spécifique de l'hôte et indépendante de l'agent pathogène. Chaque espèce végétale possède sa phytoalexine spécifique particulière (exemples : la resveratrol chez la vigne, la phaseollidine chez le haricot et la rishitine chez la pomme de terre). Cependant, tous les pathogènes ne manifestent pas la même sensibilité vis-à-vis des phytoalexines.

D’une manière générale, l’effet antifongique des phytoalexines peut se manifester par l’inhibition de la germination des spores, de l’élongation du tube germinatif ou de la croissance mycélienne. Certaines phytoalexines exercent également un effet antibactérien notable.

3.3. Protéines associées à la résistance


Les protéines de défense peuvent agir directement sur l’agent pathogène ou indirectement en  générant des éliciteurs susceptibles de stimuler la défense de la plante hôte

a) Protéines PR (Pathogenesis-Related) : Elles présentent un ensemble de protéines produites par les végétaux dont la production est fortement induite lors de l’infection par des virus, des champignons ou des bactéries. Leur accumulation est souvent corrélée à l’induction de la résistance.
Le terme de protéines PR regroupe toutes les protéines  induites par des microorganismes mais aussi leurs homologues enzymatiques comme exemple les peroxydases, qui sont présentes dans les plantes constitutivement mais augmentent pendant les infections par les pathogènes. Elles interviennent dans la défense des plantes contre les pathogènes car elles peuvent constituer des PR-protéines comme elles peuvent intervenir dans le renforcement de la paroi végétale en établissant des liaisons entre ses différents composants.
b) Enzymes hydrolytiques : Certaines protéines PR sont des glycosides hydrolases comme les β- 1,3- glucanases ou les chitinases dont les substrats (les β-glucanes et la chitine) sont des constituants majeurs des parois des champignons. Ces enzymes sont capables de dégrader les parois fongiques et libérer de molécules signal du pathogène (appelées éliciteurs) permettant à la plante d’amplifier la réponse de défense.
c) Inhibiteurs d’endo-polygalacturonases (PGIP)
Les agents pathogènes sécrètent des polygalacturonases qui dégradent les pectines de la paroi végétale et libèrent ainsi des mono et des disaccharides. Les PGIP (Polygalacturonase Inhibitor Protein) sont des inhibiteurs de polygalacturonase synthétisés par la plante diminuent l’activité de cet enzyme, favorisant ainsi la synthèse d’oligomères pectiques de grande taille biologiquement actifs (éliciteurs). Ces oligosaccaharides possèdent une activité électrice dans l’induction des réactions de défense. Ces protéines PR sont fortement synthétisées au niveau des cellules entourant les lésions nécrotiques. 
d) Protéines antivirales

Outre les protéines PR, d'autres facteurs protéiques sont associés au développement d'un “état antiviral” des cellules vivantes entourant les nécroses qui se forment sur les feuilles des tabacs hypersensibles (porteurs du gène N) inoculées avec le TMV.

e) Protéines antifongiques (ou RIP protéines pour Ribosome Inactivating Protein)

Ces protéines RIP inhibent les ribosomes des espèces éloignées (dont les ribosomes fongiques) en modifiant l’ARNr 28S. Des plantes transgéniques surexprimant ces protéines antifongiques présentent une résistance améliorée vis-à-vis d’un agent pathogène

4. Réaction hypersensible (HR)


L’hypersensibilité caractérise une réaction nécrotique au tour du site d’infection chez des plantes résistantes (mort cellulaire programmée), lors de l'infection par un agent pathogène. La HR est l’un des mécanismes de défense des plantes les plus efficaces. Elle joue un rôle de signal d’alarme, informant les autres parties de la plante de l’attaque parasitaire. Cette résistance induite à distance est désignée par le terme de résistance acquise systémique (Systemic Acquired Resistance ou SAR). Une fois activée, la SAR procure une protection de longue durée contre toute attaque ultérieure par des micro-organismes pathogènes. 
- Formes réactives de l’oxygène (FRO) : La première réaction de la plante est la libération des FRO. Ces radicaux libres incluent principalement le peroxyde d’hydrogène (H2O2), l’anion super oxyde (O2•-) et le radical hydroxyle (OH). Ils présentent une toxicité directe tant vis à vis du pathogène que de la cellule végétale. En périphérie de la zone nécrotique, H2O2 renforce la paroi de la cellule végétale en participant à l’augmentation de lignine et de callose, empêchant ainsi la progression du pathogène.
La mise en place de la réaction hypersensible est corrélée à l’induction d’une large gamme de gènes impliqués dans des mécanismes de défense (phytoalexines, protéines PR, enzymes hydrolytiques, protéines pariétales…). La RH s'accompagne de l'accumulation de composés toxiques ainsi que d'un épaississement de la paroi, des modifications membranaires qui vont empêcher le développement du pathogène.
4.1. Mécanismes de signalisation impliqués dans la défense des plantes contre les agents pathogènes 

Suite à la perception de l’agent pathogène par la plante, de nombreux composants intervenants dans les cascades de signalisation sont activés, comme la production des formes réactives de l’oxygène. L’intervention de phytohormones telles que l’acide salicylique, l’acide jasmonique et l’éthylène, constitue aussi une des caractéristiques importantes des voies de signalisation de la résistance.
- L’acide salicylique (SA) : est un composé phénolique, impliqué à la fois dans la mise en place d’une résistance locale, dans la régulation de l'expression des gènes de défense et la réaction d’hypersensibilité, et dans la mise en place d’une résistance générale, la SAR. La concentration d'acide salicylique devient élevée dans toutes les cellules des feuilles non infectées de la plante. L'acide salicylique est synthétisé dans les cellules infectées, et ensuite transmis dans les cellules saines, il intervient comme molécule de signalisation susceptible de migrer dans les vaisseaux de la plante pour le déclenchement de la résistance dans toute la plante.

- La réponse liée à l’acide jasmonique et à l’éthylène
Ces deux phytohormones végétales jouent un rôle crucial dans la signalisation aboutissant aux réactions de défense. Ces deux composés synthétisées lors de nombreux types de stress, sont chacun à l’origine d’une cascade de signaux qui se rejoignent pour ne former qu’une voie de signalisation commune. La combinaison acide jasmonique–éthylène est probablement l’une des associations les plus significatives car elle influence plusieurs aspects de la physiologie des plantes lors des interactions plante–agent pathogène. Il apparaît que la SAR induite par le SA est efficace contre les agents pathogènes biotrophes, alors que la transmission du signal lié à JA/ET confère la résistance contre les agents pathogènes fongiques nécrotrophes.
5. Résistance systémique


Les réponses systémiques peuvent être assimilées à l'établissement d'une immunité de la plante, la plante serait comme vaccinée. L'infection par un pathogène va en effet entraîner la mise en place d'une immunité pour les infections futures dans l'ensemble de la plante (systémique).
5.1. Résistance systémique acquise ou SAR (Systemic Acquired Resistance)


C'est une infection au niveau local qui entraîne la mise en place de cette réponse globale dans toute la plante. Les attaques bactériennes, fongiques ou virales provoquent le même type de réponse systémique. La réponse systémique acquise (SAR) se met en place à la suite de la HR. Généralement, ce type de résistance est accompagné de l'accumulation d'acide salicylique (SA) et de protéines PR. Lorsque la plante est dans un environnement sain, ces défenses ne sont pas activées
5.2. Résistance systémique induite ou ISR (Induced Systemic Resistance)


L'effet protecteur conféré par la SAR est phénotypiquement similaire à un autre phénomène, découvert plus récemment, déclenché suite à l'interaction avec un microorganisme non pathogène, les rhizobactéries ou. Cette « immunisation » de la plante, ne provoquant pas de symptômes visibles de maladie, est appelée résistance systémique induite (comme il sera expliqué plus loin dans un autre chapitre). Comme pour la SAR, l'ISR diminue significativement l'impact de maladies causées par des champignons, des bactéries et des  virus. 

CHAPITRE V

Agrobacterium tumefaciens et le transfert des gènes aux plantes

1. Généralités sur le genre Agrobacterium

Les bactéries du genre Agrobacterium sont présentes dans le sol Gram négatif, en forme de bâtonnet, mobiles, aérobies strictes. Ce genre appartient à la famille des Rhizobioaceæ, elle même incluse dans la classe des alpha-protéobactéries au sein du phyllum des proteobatéries. 

Agrobacterium tumefaciens (récemment renommée Rhizobium radiobacter) et Agrobacterium rhizogenes sont deux espèces phytopathogènes de la rhizosphère.

- A. rhizogenes responsable du hairy root, maladie caractérisée par la naissance d'un chevelu racinaire au point d'infection.

- A. tumefaciens est responsable d'une maladie nommée galle du collet ou crown-gall, qui se traduit par la formation d'une tumeur au site d'infection. La maladie de la galle de collet a été observée chez la vigne depuis 1850, elle se caractérise par la formation de galles volumineuses (tumeurs ou broussins chez la vigne) au collet entre la tige et la racine d’un grand nombre de Dicotylédones. Ces tumeurs au site d’infection sont provoquées à la suite de blessures variées (mécaniques, gels, ect.).

2. Colonisation des plantes par Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium est une bactérie capable de transformer génétiquement une cellule végétale. Elle est attirée par des composés phénoliques dégagés par les plantes dicotylédones vers le site de la blessure. Agrobacterium contient un plasmide Ti (tumor-inducing), dont une partie dite T-DNA est transférée à la cellule végétale attaquée et s’intégrée à son génome (Figure 3). Les gènes portés par l'ADN-T s'expriment et provoquent la synthèse de composés spécifiques, tels que :

- les hormones de croissance végétales, l'auxine, et une cytokinine, dont la surproduction entraîne une multiplication anarchique des cellules végétales, d'où formation de la tumeur.

- les opines, qui sont particulièrement catabolisées par la bactérie Agrobacterium qui induit la formation de la tumeur et sont pour elle source de carbone, d’azote et d’énergie. Cette spécificité est liée au fait que les gènes déterminant l'utilisation des opines sont portés par le plasmide Ti. La présence des opines dans la tumeur favorise la croissance des pathogènes et concourt à leur dissémination.
L’interaction Agrobacterium - plante peut par conséquent être vue comme une manipulation génétique naturelle durant laquelle la bactérie détourne à son profit l'activité métabolique de la plante.
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Figure 3 : Le transfert naturel d'ADN-T dans le génome d’une cellule végétale
3. Plasmide Ti d’Agrobacterium tumefaciens

Le plasmide Ti est un petit plasmide, de 215 milliers de paires de bases. Ce plasmide comporte plusieurs régions (Figure 4):

a- ADN-T : région transférée de la bactérie à la cellule végétale.

 Cette région est flanquée de deux zones de bordures (FD à droite et FG à gauche), importantes pour la réalisation du transfert. 

 L'ADN-T comporte une région permettant le développement de la tumeur (galle) chez la plante infectée. 

 L'ADN-T comporte aussi les gènes permettant la synthèse et la libération des opines par les cellules végétales.

b- VIR : région de virulence, Cette région comporte une série de gènes, qui permettent la fixation de la bactérie aux cellules végétales et le transfert de l'ADN-T.

c- OCC : région de catabolisme des opines, Cette région permet à la bactérie d'utiliser les opines libérées par le végétal suite à son infection par l'ADN-T.
d- ORI : région de réplication, Cette région permet au plasmide de se multiplier dans la bactérie.
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Figure 4 : Le plasmide Ti 
4. Transgénèse végétale


La transgénèse consiste en une introduction artificielle d’un gène étranger provenant d’une espèce donneuse dans le matériel génétique d’une autre espèce receveuse.

- l’organisme obtenu est un organisme transgénique, appelé organisme génétiquement modifié (OGM).

- le gène transféré est appelé transgène ou gène d’intérêt. L'introduction de ce gène conduit à la production de protéines qui confèrent de nouveaux caractères à l'organisme génétiquement modifié. 
L’intérêt des OGM réside dans les propriétés que nous pouvons leur apporter et qui visent à améliorer par exemple la culture d’une plante, ou ses qualités nutritives. Les gènes les plus souvent retrouvés chez les OGM sont généralement de résistance à un antibiotique, à un désherbant ou à une toxine, ect…

4.1. Réalisation de la construction génétique

Une construction génétique est une séquence d'ADN destinée au transfert dans une cellule, comprenant un gène d'intérêt, les séquences promotrices et régulatrices indispensables à son expression et à sa régulation dans la cellule receveuse et un gène marqueur (gène de sélection, GS). Tous ces fragments de gènes d'origines différentes, gènes d'intérêt, gènes marqueurs et signaux, sont assemblés in vitro. On obtient ainsi la construction génétique qui est multipliée puis utilisée pour l'étape de transformation.
a) Identifier, isoler, et multiplier un gène d'intérêt

- Le gène d'intérêt peut provenir de tout organisme vivant, plante, animal ou bactérie puisque le code génétique est universel. La construction d'un transgène débute par le repérage d'un caractère intéressant et l'identification de la protéine responsable de ce caractère, puis du gène codant pour cette protéine. C'est ce gène d'intérêt qui sera isolé à l'aide d'enzymes de restriction.

b) Intégrer le gène d'intérêt dans une construction génétique : Le gène d'intérêt seul ne peut pas s'exprimer dans la cellule végétale.
- Les séquences régulatrices (signaux) : La présence d'un promoteur devant la séquence codante du gène d'intérêt est indispensable. C'est une séquence située en amont du gène, responsable de la transcription de l'ADN. Une séquence terminateur est également indispensable, située en aval, elle signale la fin de la séquence codante. 
- le gène marqueur : permet de sélectionner les cellules qui ont intégré le gène d’intérêt. Il peut s'agir par exemple de gènes marqueurs de résistance à des antibiotiques ou à des herbicides.
La construction génétique (constituée de fragments de gènes d'origines différentes, gène d'intérêt, gène marqueur et signaux sont assemblés in vitro) est multipliée puis utilisée pour l'étape de transformation.
c) Multiplication de la construction génétique : le clonage
- Insertion de la construction génétique dans un plasmide (plasmide recombiné)

- le plasmide recombiné utilisé comme vecteur de clonage et réintégrer dans la bactérie Escherichia coli. Par culture de cette bactérie, on obtient une multiplication rapide du plasmide.

4.2. Transfert naturel de la construction génétique par Agrobacterium tumefaciens
Actuellement, le transfert naturel ou biologique de gènes, à l'aide d'Agrobacterium, est utilisé pour transformer les végétaux. A. tumefaciens est la bactérie la plus employée. Le principe est de modifier son plasmide Ti afin qu'il n'y ait pas de formation de la galle du collet, mais qu'il y ait transfert et intégration des gènes désirés dans le génome des plantes. Le plasmide vecteur est transféré d’E. coli à A. tumefaciens par choc thermique ou par conjugaison. Ainsi des plasmides Ti désarmés (sans l'ADN-T) sont construits. L'ADN-T responsable du pouvoir pathogène de la bactérie (cause la galle de collet) est remplacé par la construction génétique portant le gène d'intérêt. Les séquences bordures de l’ADN-T qui délimitent le segment d’ADN (ADN-T) et les gènes de virulence sont conservés dans le plasmide pour permettre le transfert de l'information génétique dans la cellule végétale.

4.3. Transformation biologique par Agrobacterium

Dans un milieu de culture commun des bactéries A.tumefaciens modifiées et des fragments des tissus végétaux appelés explants. Grâce aux propriétés de la bactérie, la partie du plasmide qui contient le gène d’intérêt est transféré dans le noyau de la cellule végétale qui l’intègre alors dans son génome. C'est à partir des explants que la plante modifiée se développera. Les modifications génétiques apportées aux explants sont le plus souvent invisibles à l'œil nu. Pour sélectionner les cellules qui sont effectivement transformées, on apporte dans la culture des explants un agent sélectif approprié : herbicide, antibiotique, etc… Seules les cellules végétales transformées, c'est-à-dire celles possédant et exprimant le gène marqueur de sélection, soit de résistance à un herbicide, soit de résistance à un antibiotique, pourront se développer. Cette technique de transformation par Agrobacterium a été appliquée avec succès à différentes espèces végétales dont le colza, la tomate, la pomme de terre, le soja, le tabac, le maïs,etc.
CHAPITRE VI
Symbiose Rhizobium-légumineuse

1. Généralités sur la fixation biologique de l’azote

La fixation biologique de l'azote est un processus qui permet de produire des substances protéiques à partir de l'azote gazeux présent dans l'atmosphère. L'atmosphère contient 78% de d’N2, mais cette forme est inaccessible à la plupart des êtres vivants. En effet les seuls organismes capables de l'utiliser sont des bactéries, dites diazotrophes, qui possèdent le complexe enzymatique réducteur appelé nitrogénase. En conditions de faible teneur en oxygène, cette enzyme catalyse la réduction de l’azote atmosphérique N2 en ammoniac. Au niveau du sol, les plantes ne peuvent assimiler cet élément que sous forme de nitrate et d'ammonium par absorption racinaire. La transformation de l’azote atmosphérique en azote assimilable par les plantes se fait par deux processus naturels différents : 

- Les fixateurs libres comprennent des genres variés : Azobacter, Azospirillum, Pseudomonas, cyanobactéries,…
- Dans le cadre du mutualisme, deux groupes de végétaux forment des symbioses nodulaires avec des bactéries diazotrophes : les plantes actinorhiziennes, dont les partenaires symbiotiques sont des bactéries filamenteuses Gram positif du genre Frankia, et les légumineuses qui s'associent aux rhizobiums (bactéries unicellulaires gram négatif). Dans les deux cas, la symbiose avec les bactéries aboutit à la formation de nodules fixateurs d’azote sur les racines, parfois sur les tiges.  

2. Symbiose Rhizobium-légumineuses


La symbiose Rhizobium-légumineuse est le résultat d'une interaction hautement spécifique entre la plante et la bactérie. L’association entre Rhizobium (microsymbionte) et la plupart des plantes de la famille des légumineuses (macrosymbionte) conduit à la formation d’un véritable organe, le nodule (appelé aussi nodosité) situé sur las racines de la plante, dans lequel les bactéries fixent l’azote atmosphérique. 
2.1. Légumineuses 

Les plantes qui établissent des symbioses fixatrices d'azote avec les rhizobiums appartiennent toutes à la superfamille des Fabaceae (appelés aussi légumineuses), à l' exception d'une seule non-légumineuse, le genre Parasponia de la famille des Ulmacées. Les légumineuses se répartissent en trois sous-familles : les Caesalpinoideae, les Mimosoideae et les Papilionoideae. La nodulation par les rhizobiums est plus fréquente chez les deux sous-familles des Mimosacées (90% des espèces) et des Papilionacées (97% des espèces). Les Caesalpinoideae, dont seules 23% des espèces étudiées sont nodulées par les rhizobiums.
2.2. Rhizobiums


Dans la classification initiale des bactéries, les rhizobiums ont été décrits comme Gram négatif en forme de bâtonnet, aérobie, bactéries non sporulantes, et le critère principal était leur capacité de nodulation. Les rhizobiums forment des colonies incolores, blanches ou de couleur crème, sur le milieu de culture (mannitol et extrait de levure). Une croissance optimale de la plupart des souches de Rhizobium a lieu à des températures variant de 25 à 30°C et un pH compris entre 6 et 7. Dans la relation symbiotique Rhizobium/plante hôte, deux critères sont à prendre en compte : l’aptitude à noduler ou infectivité, et l’aptitude à fixer l’azote atmosphérique en symbiose ou effectivité. Ces deux critères peuvent être influencés par les conditions environnementales.

Actuellement, les rhizobiums sont répartis dans 13 genres et plus de 100 espèces symbiotiques, tels : Rhizobium, Ensifer (anciennement Sinorhizobium), Mesorhizobium, Azorhizobium, Methylobacterium, Phyllobacterium,… Cette classification des rhizobiums est loin d'être définitive, elle s'affine sans cesse et s'enrichit d’année en année de  nouvelles espèces et nouveaux genres de bactéries grâce à l’exploration de la diversité des symbiotes associés aux  légumineuses dans les différentes parties du monde.  

L'une des propriétés majeures de la symbiose Rhizobium-légumineuse est sa spécificité. En général, chaque légumineuse ne peut être infectée que par une ou quelques espèces de rhizobiums (spectre d’hôtes de la légumineuse) et réciproquement, chaque souche de rhizobiums ne peut infecter qu’un nombre limité d’espèces de légumineuses (spectre d’hôtes bactérien).
2.3. Formation des nodosités

Les bactéries provoquent la formation de nodosités sur les racines en pénétrant par les poils racinaires, et se transforment en «bactéroïdes» de plus grande taille. Les nodosités sont le siège d'une activité symbiotique dans laquelle la plante apporte les sucres et l'énergie issus de la photosynthèse, et bénéficie en retour des acides aminés qui y sont produits.

2.3.1. Signaux moléculaires

L’installation de la symbiose est contrôlée par un dialogue moléculaire qui se met en place entre la bactérie et la plante hôte (Figure 5). Les flavonoïdes libérés par les racines de la plante constituent le premier signal moléculaire. Ce sont les principaux signaux émis par la plante hôte et perçus par les rhizobiums dans le sol, induisant l’expression des gènes nod (pour nodulation) chez Rhizobium. Les produits des gènes nod sont impliqués dans la biosynthèse acteurs Nod, qui sont ensuite reconnus par des récepteurs spécifiques de la plante. Ces facteurs Nod sont responsables de la courbure des poils absorbants racinaires, ils constituent le second signal moléculaire nécessaire à l’initiation nodulaire. Par la suite, l’activation de nombreux gènes permet la mise en place et le contrôle de l’infection et de la différenciation du nodule.

a) Les flavonoïdes : Ce sont des métabolites secondaires de nature aromatiques exsudés par les racines de la plante dans la rhizosphère. Chaque plante exsude un mélange de différents flavonoïdes dont les isoflavonoïdes qui sont spécifiques des légumineuses. Par chimiotactisme, les rhizobia colonisent la rhizosphère et s'attachent aux poils absorbants par l’intermédiaire d’une molécule d’adhésion spécifique localisée à la surface des cellules, la rhicadhésine. 
b) Les gènes de nodulation et leur localisation : Les gènes nod codent pour des enzymes de la voie de biosynthèse des facteurs Nod et ils peuvent être classés en trois groupes : les gènes nod régulateurs, les gènes nod communs et les gènes nod spécifiques.
- Les gènes nod régulateurs codent pour des protéines qui, en présence des flavonoïdes, activent l’expression des gènes nod communs. Le gène nodD codant pour des récepteurs spécifiques de signaux de la plante constitue un premier niveau de contrôle de la spécificité d’hôte.
- Les gènes nod communs (A, B, et C), appelés aussi gènes de structure de la nodulation, sont impliqués dans la synthèse des facteurs Nod. Ces gènes jouent un rôle essentiel dans la formation des nodosités. 

- Les gènes nod spécifiques (ou hsn pour « host specific nodulation »),  sont responsables des substitutions qui s’opèrent sur le squelette de base du facteur Nod Rhizobium . Ils confèrent des ornementations variables aux facteurs Nod et jouent donc directement un rôle dans la spécificité d’hôte. 
c) Les facteurs Nod : Les facteurs Nod sont des lipochitooligosaccharides (LCO) constitués d’un squelette de chitine, c’est-à-dire d’unités de N-acétyl-D-glucosamine (GlcNAc) reliées entre elles par des liaisons β-1,4 (Figure 6). Une  chaine  d’acide gras polyinsaturée est greffée par N-acylation sur l’atome d’azote du résidu glucosamine situé à l’extrémité non réductrice du squelette de chitine. Le nombre d’unités de N-acétyl-D-glucosamine constituant le facteur Nod est généralement compris entre 3 et 5. Les facteurs Nod peuvent encore être décorés à l’aide de substitutions chimiques particulières, qui confèrent aux facteurs Nod leur spécificité. La synthèse du squelette d’oligomères de chitine des facteurs Nod requiert l’activité de trois enzymes codées par les gènes nodABC.
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Figure 5 : Le dialogue moléculaire Rhizobium-Légumineuse. Le zoom montre un cordon d’infection passant le cortex racinaire vers un groupe de cellules en division, qui deviendra le

primordium nodulaire. 
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Figure 6 : Structure chimique d'un facteur Nod générique avec quelques une des substitutions que l'on trouve chez plusieurs espèces de rhizobiums. Ac : acetyl, Ara, arabinosyl; Cb, carbonyl; Fuc, fucosyl; Me, methyl; S, sulfuryl 
2.3.2. Mécanisme de la nodulation


Le processus de nodulation est très complexe, régulé par un échange de signal nécessaire entre les deux espèces en interaction. La constitution d’un nodule fonctionnel peut être divisée en trois étapes : l’infection, l’organogénèse, et la fixation de l’azote. L’interaction symbiotique entre les deux partenaires s’initie par un dialogue moléculaire spécifique. 
a) Mode d’infection : 

Le mode d'infection le plus étudié et le plus courant est l'infection intracellulaire où l'entrée des bactéries dans la plante a lieu à travers des poils absorbants, et a été observé chez des légumineuses tempérées (exemples : Medicago, Trifolium, Pisum) et certaines légumineuses tropicales et subtropicales (exemples : Lotus, Phaseolus, Glycine). En réponse aux facteurs Nod bactériens (lipochitooligosaccharides produits par la bactérie via les gènes nod de nodulation), l’infection se caractérise par une réorientation de la croissance des poils absorbants conduisant à la formation d’une courbure (Root Hair Curling : RHC) en forme de « crosse de berger ». Au cœur de cette crosse, un espace clos est formé, à l’intérieur duquel les rhizobiums sont piégés et prolifèrent. Les bactéries induisent alors la formation d’un cordon d’infection intracellulaire par invagination de la paroi végétale, cordon au sein duquel les bactéries se multiplient. Le cordon progresse vers le site définitif de libération des bactéries : le primordium nodulaire qui devient ensuite le lobe nodulaire (Figure 7).
b) Structure et développement du nodule
En parallèle de la progression d’infection, l’organogenèse nodulaire se met en place. Les cellules racinaires végétales du cortex et du péricycle entrent en division et forme un primordium nodulaire, lieu de libération des bactéries, qui se différencie ensuite en nodule mature. Les bactéries sont libérés du cordon dans le cytoplasme des cellules végétales par un processus d’endocytose par lequel elles sont internalisées dans un compartiment constituant le symbiosome entouré d’une membrane péribactérodienne d’origine végétale (Figure 8). Cette membrane assure la séparation des bactéries de la cellule hôte et contrôle l’échange de signaux et de nutriments entre les deux partenaires. Une fois dans le symbiosome, les cellules bactériennes subissent de profonds changements physiologiques et morphologiques, se différenciant en bactéroïdes, forme fixatrices d’azote adaptés aux nouvelles conditions environnementales présentes dans le nodule. Après avoir accueilli les bactéries, le primordium nodulaire va se développer pour former un organe symbiotique (le nodule). La différentiation cellulaire conduit à la formation d’un nodule avec des tissus vasculaires périphériques qui se raccordent à ceux de la racine et tissu central nodulaire réparti en plusieurs zones distinctes. Le nombre de nodules et leur masse sont contrôlés par la plante en fonction des conditions environnementales et de son état physiologique.
2.4. Processus de la fixation symbiotique de l’azote

La fixation d’azote est la réduction du N2 en NH3 catalysée par le complexe enzymatique de la nitrogénase selon la réaction suivante :

N2 + 8 H+ +8e- + 16 ATP ( 2 NH3 + H2 +16 ADP +16 Pi
La fixation de l'azote est un processus très exigeant en énergie, ce qui nécessite au moins 16 molécules d'ATP pour réduire une molécule de N2 en NH3. Le fonctionnement de la fixation d’azote nécessite la contribution des deux partenaires. La plante fournit un environnement microaérobie, de l’énergie et des sources de carbone nécessaires au fonctionnement de la nitrogénase. Le bactéroïde fournit la machinerie génétique pour la synthèse de la nitrogénase responsable de la fixation de l’azote : ce sont les gènes nif et fix. Les gènes fix sont des gènes essentiels à la fixation d’azote mais sont rencontrés uniquement chez les microorganismes fixateurs symbiotiques. Les gènes nif, codent la biosynthèse de la nitrogénase. Le complexe enzymatique nitrogénase est composé de deux sous unités fonctionnelles à groupement prosthétiques, la dinitrogénase réductase et la dinitrogénase. La nitrogénase est un complexe enzymatique très sensible à l’oxygène, et est rapidement inactivée dans un environnement aérobie. La nodosité lui confère une niche protectrice grâce à la présence d’une protéine végétale, la leghémoglobine qui fixe l’oxygène et permet de maintenir un niveau bas de l’oxygène. Elle permet de lier l’oxygène et ainsi de réguler la diffusion de l’oxygène aux bactéroïdes. 
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Figure 7 : Développement des noddosités sur les racines dans un cas de symbiose entre

Rhizobium et une plante légumineuse. 
[image: image9.emf]
Figure 8 : Symbiosome comportant deux bactéroides 
CHAPITRE VII
Symbiose mycorhizienne
1. Définition des mycorhizes 

Les champignons mycorhizes forment une étroite symbiose avec les racines des plantes. On les appelle mycorhizes du greck "mukés", qui signifie champignon et "rhiza," qui veut dire racine. La mycorhization concerne plus de 90% d’espèces de végétaux, cette association mycorhizienne est une symbiose à bénéfice réciproque entre les deux partenaires, le champignon crée un réseau de filaments dans le sol, transportant l’eau et les nutriments jusqu’aux racines, en échange la plante fournit le carbone organique. Cette alliance champignon-plante a pour effet de stimuler la croissance et de favoriser le développement rapide des racines.
2. Types des symbioses mycorhiziennes


Il y a deux groupes principaux de champignons mycorhiziens qui colonisent le plus grand nombre de plantes : 
- les champignons ectomycorhiziens (mycorhizes externe) 
- les champignons endomycorhiziens (mycorhizes interne).
2.1. Symbiose endomycorhizienne


C’est l’association symbiotique la plus importante chez les végétaux, majoritairement retrouvée chez des plantes vasculaires dont la plupart sont des angiospermes (plantes à fleurs). Un même champignon peut coloniser de nombreuses espèces végétales, réciproquement, une plante peut être colonisée par plusieurs espèces de champignons MA (parfois en même temps).

Les champignons endomycorhizes sont des organismes coenocytiques (absence de paroi délimitant deux cellules) constitués d’un réseau de cellules polynucléées et hétérocaryotiques (présence de noyaux d’origines différentes). L’une des structures cellulaires caractéristique des champignons est l’hyphe. Il s’agit de filaments microscopiques dont la fonction principale est de permettre au champignon d’étendre son volume d’exploitation du sol.
Selon les caractères des champignons, on distingue les champignons endomycorhizes à vésicules et arbuscules intracellulaires (CMA : champignons mycorhiziens à arbuscules), qui sont les plus courantes, et les endomycorhizes à pelotons des orchidées (forment une grande famille de plantes monocotylédones) et des éricacées (constituent un ordre de plantes dicotylédones gamopétales) (Figure 9).
2.1.1. Cycle de vie d’un champignon endomycorhizien 

a) Germination des spores et croissance des hyphes 

Les spores plurinucléées germent dans le sol (ou in vitro) et  produisent des filaments de 2 à 3 mm de longueur. Les composés carbonés de la spore contribuent à l’édification d’un tube germinatif coenocytique. Si la rencontre du tube germinatif n’à pas lieu avec une racine compatible, la croissance s’arrête et le filament dégénère après avoir produit des propagules.
b) Infection racinaire

La croissance du tube germinatif est stimulée par des facteurs variée (CO2, exsudats racinaires, etc.) et se développe par ramifications successives qui pénètrent dans la racine. Les filaments se propagent dans l’exoderme racinaire et le parenchyme cortical de la racine, sans jamais atteindre l’endoderme.
c) Colonisation racinaire 

Au cours du développement du champignon symbiotique, deux types principaux de structures intra racinaires sont édifiés : les arbuscules et les vésicules, qui sont les structures actives intra-radiculaires (dans système racinaire) du champignon endomycorhizien et des lieux d’échange de nutriments entre le champignon et la plante.
d) Développement des hyphes extra-racinaires ou hyphes externes 

La colonisation de la racine s’accompagne d’une prolifération d’hyphes extra racinaires, caractérisées par des structures ramifiées de filament qui sont généralement plus étroits et impliqués dans la nutrition minérale fongique. Ces derniers filaments sont également impliqués dans l’édification d’un grand nombre de propagules.
2.1.2. Infection de la plante hôte


Le champignon répond à la présence des exsudats racinaires de la plante par une augmentation très significative de la croissance des filaments et de leurs ramifications. Les hyphes adhèrent à la racine est différencient un appressorium. Ils participent à la nutrition de la plante : l’eau et les minéraux du sol sont absorbés par les hyphes et transportés vers les racines de la plante via des structures actives intra-radiculaires, les arbuscules. Les CMA sont des symbiotes obligatoires biotrophes. C’est à dire qu’ils dépendent entièrement de la plante hôte pour leur nutrition carbonée et leur cycle de développement pendant l’interaction symbiotique. 
2.1.3. Arbuscules et les vésicules

- Les arbuscules sont constitués de structures fongiques très ramifiées qui résultent de dichotomies répétées à l’intérieur des cellules du cortex de la racine. , la croissance intracellulaire de l’arbuscule est importante alors que les cellules de la plante-hôte apparaissent hypertrophiées (Figure 9). Les arbuscules jouet un rôle dans le transfert du phosphore et du carbone entre les partenaires. La durée de vie de l’arbuscule est de quelques jours, il se dégénère sans léser la cellule occupée qui peut être à nouveau envahie par un autre arbuscule.

- Les vésicules se développent de manière intra ou intercellulaire dans les couches supérieures de la racine (Figure 9). Les vésicules ont des parois épaisses, de forme variées et sont caractéristiques de l’espèce fongique. Leur contenu est riche en lipides. Elles jouent un rôle dans le stockage de réserves et dans la propagation du champignon.

2.2. Symbiose ectomycorhizienne 


La symbiose ectomycorhizienne constitue le deuxième type de symbiose connue chez les plantes supérieures, essentiellement sur les arbres comme le pin, le sapin, le bouleau, l’hêtre, chêne, châtaigner, etc… Cette symbiose est  réalisée avec des champignons appartenant aux Ascomycètes  et Basidiomycètes. Le champignon ectomycorhize est extracellulaire, il est caractérisé par 3 structures (Fig. 1) :
- un réseau mycélien intercellulaire limité à une ou deux assises cellulaires de la racine, forme le « réseau de Hartig », hyphes qui ont pénétré entre les cellules de l’épiderme et du cortex racinaire sans traverser la paroi

- les hyphes forment également un réseau dense au tour de la racine appelée un « manteau » mycélien, Les échanges symbiotiques entre les partenaires se font au niveau intercellulaire. Le « manteau » joue aussi un rôle protecteur contre des organismes pathogènes.

- un réseau extramatriciel de filaments mycéliens qui explorent le sol pour assurer la nutrition minérale de l’association. Ces filaments mycéliens sont reliés aux fructifications (carpophores) du champignon. Les « relation mycorhize-carpophores » sont mal connues.

2.3. Symbiose ectendomycorhizienne


Les ectendomycorhizes possèdent à la fois des caractères d’ectomycorhizes (la présence du manteau et du réseau intercellulaire (réseau du Hartig), et des caractères d’endomycorhizes (la colonisation des cellules racinaires par les hyphes  mycéliennes) (Figure 9).
3. Rôle des mycorhizes dans la nutrition minérale de la plante

3.1. Augmentation du volume de sol exploré


Le rôle principal des mycorhizes est d’assurer une meilleure nutrition minérale de la plante par l’augmentation de volume du sol exploré. Cette amélioration est réalisée par l’intermédiaire des filaments végétatifs extramatriciels qui augmentent considérablement le volume de sol exploité (1000 mètres de mycélium par mètre de racine).

3.2. Amélioration de la nutrition azotée


Les champignons ectomycorhiziens contribuent également à l’amélioration de la nutrition azotée chez la plante-hôte de deux façons :

- Mise à disposition de la plante, par la machinerie enzymatique du champignon, de certaines formes d’azote (acides  aminés, peptides et protéines) mal utilisées par la plante seule ;

- Augmentation des quantités d’azote minéral (NO3− et NH4+) absorbé par le système racinaire.
3.3. Amélioration de la nutrition phosphatée


La plante mycorhizée absorbe plus de phosphates grâce à son aptitude à utiliser des formes organiques ou minérales du phosphore du sol (orthophosphate : H2PO4-, HPO42-et PO43-) non assimilable par la plante et à accumuler le phosphore chez le champignon sous une forme mobilisable (polyphosphate), puis le transférer ensuite à la plante.
3.4. Coût en carbone des symbioses mycorhiziennes

Il a été démontré que le champignon utilise entre 4 et 20 % des hexoses (fructose et glucose) produits par la plante. Dans la symbiose endomycorhizienne, les arbuscules sont considérés comme le site des échanges carbonés entre les deux partenaires. C’est au niveau des arbuscules qu’aurait lieu la régulation de l’hydrolyse du saccharose produit par la photosynthèse.
3.5. Autres effets bénéfiques des champignons mycorhiziens

Selon l’espèce du champignon, les pratiques et les conditions de culture, la mycorhization procure des avantages aux végétaux et à l’environnement, tels que :
- en plus la nutrition minérale de la plante, les mycorhizes peuvent intervenir aussi dans la production de régulateurs de croissance (auxines).

- la résistance aux stress environnementaux, par exemple les mycorhizes permettent à la plante d'avoir un meilleur accès aux éléments nutritifs et à l'eau du substrat, ce qui favorise sa croissance et lui permet de mieux résister aux périodes de stress environnementaux comme la sécheresse, la salinité. 

- la protection contre les pathogènes : Il semble aussi que les champignons mycorhiziens protègent la plante hôte contre les pathogènes en entrainant une compétition directe avec ces derniers pour les ressources énergétiques et pour les sites d'infection. 

- l’amélioration de la croissance et du rendement des végétaux.
4. Facteurs limitant la mycorhization


La germination des spores, la formation et le développement des mycorhizes sont influencées par un ensemble de facteurs notamment le pH, l'aération, l'humidité, la température, la lumière, la salinité et la texture du sol. L’application d’engrais ou de pesticides peut avoir aussi des effets néfastes sur les populations de CMA. Les métaux lourds peuvent réduire et éliminer, dans certains cas, la colonisation par les CMA et la germination des spores de ces champignons au champ.

Figure 9 : Principales formes de mycorhizes associées aux racines des plantes.

CHAPITRE VIII

Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes 

1. PGPR et leurs effets bénéfiques

La rhizosphère est la zone de sol qui est sous l'influence des exsudats racinaires. Dans cette zone se trouve un groupe particulier de bactéries, les rhizobactéries. Ces dernières sont capables de se multiplier et d’entrer en compétition avec les autres microorganismes pour occuper cette zone riche en éléments nutritifs. Certains de ces micro-organismes, principalement des bactéries, sont capables de coloniser efficacement les systèmes racinaires et influencent de manière bénéfique la plante en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre des infections par des agents phytopathogènes. Ces bactéries de la rhizosphère sont appelées PGPR (en anglais Plant Growth-Promoting Rhizobacteria : rhizobactéries stimulants la croissance des plantes). Les PGPR appartiennent à différents genres et espèces dont les plus étudiés sont : Agrobacterium radiobacter, Azospirillum, Bacillus, Pseudomonas fluorescens et Enterobacter. Les PGPR présentent un intérêt agronomique important, car leur utilisation pourrait permettre de diminuer les apports d’engrais ou de pesticides chimiques. Cet effet bénéfique peut être direct, lorsque la bactérie stimule la croissance racinaire (symbiose associative entre la bactérie PGPR et sa plante hôte), ou indirect, lorsqu’elle contrôle les pathogènes des tissus racinaires (antagonisme).
2. Modes d’action des PGPR

2.1. Modes d’action directs 


Les mécanismes directs se produisent à l’intérieur des plantes et affectent directement leur métabolisme. Ils comprennent les processus de biofertilisation, qui stimulent directement la croissance racinaire via la synthèse d’hormones ou la fixation d’azote, ce qui augmente les capacités d’absorption de composés minéraux nécessaires à la plante ; et les PGPR phytoprotectrices, qui protègent les plantes contre les maladies d’origine tellurique et stimulent donc indirectement leur croissance.

2.1.1. Fixation biologique de l’azote atmosphérique

Certaines PGPR sont capables de fixer l’azote atmosphérique et le transférer à la plante hôte sous des formes assimilables. Par exemple l’Azospirillum est la plus importante bactérie PGPR fixatrice d’azote chez les céréales et stimulant ainsi la croissance des plantes.

2.1.2. Solubilisation des phosphates dans le sol

Les micro-organismes du sol peuvent également favoriser la croissance des plantes en améliorant les transformations de la matière organique des sols et en mobilisant des nutriments inorganiques. Les phosphates sont présents sous forme insoluble dans le sol et ne sont donc pas accessibles par les plantes. Certaines PGPR (Pseudomonas, Bacillus,…) peuvent libérer des acides organiques et des enzymes qui solubilisent le phosphate insoluble à une forme accessible. Le phosphore joue un rôle essentiel pour la croissance des plantes. Ce processus permet de réduire l'utilisation d'engrais phosphatés

2.1.3. Production des phytohormones 


Les hormones végétales sont des messagers chimiques affectant la capacité de la plante à réagir à son environnement et à répondre aux stress biotiques et abiotiques. Elles régulent la croissance végétale et peuvent avoir un effet bénéfique sur le développement des plantes. De nombreuses phytohormones sont produites par les PGPR, telles que : les auxines, les gibbérellines, les cytokinines et l'acide abscissique. Ces hormones de croissance sécrétées en faibles quantités par les bactéries s’ajoutent à l'éventail des hormones végétales endogènes. Les hormones bactériennes stimulent le développement du système racinaire ainsi que la croissance globale de la plante hôte.
- Acide indole acétique (AIA) : L’AIA est le plus important du groupe des auxines, et quantitativement le plus produit par les PGPR. Il peut ainsi être assimilé par les tissus de la plante hôte et stimuler l'élongation des racines. Par ce biais, elles sont capables de promouvoir la croissance des racines latérales ou le développement des poils absorbants.

- Cytokinines et gibbérellines : Un grand nombre de PGPR produit ces hormones de croissance qui peuvent stimuler la croissance de nombreuses plantes et modifier leur morphologie, tels que : la division cellulaire, l'activation de la germination des graines, la floraison, la fructification et le retard de la  sénescence dans de nombreux organes d'une large gamme d'espèces végétales.
2.2. Modes d’actions indirects 

Les mécanismes indirects, en général, se produisent en dehors des plantes. Certaines PGPR sont dites agents de biocontrôles car elles confèrent à leur plante hôte une protection contre divers phytopathogènes. Elles peuvent agir par antagonisme direct sur l’agent pathogène en empêchant son développement et/ou sa sporulation. Cet antagonisme relève particulièrement de compétitions pour les éléments nutritifs, d’antibiose, de parasitisme et la détoxification du milieu. Elles sont aussi capables d’agir indirectement en favorisant la mise en place d’une résistance systémique de la plante par l’induction de ses mécanismes de défenses.
2.2.1. Compétition pour l´espace et les nutriments


Dans certains cas, une réduction de la maladie peut être associée à une colonisation importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui peut se traduire par une réduction de l’espace nécessaire à la croissance du pathogène. Cette capacité colonisatrice des PGPR peut aussi instaurer une compétition pour les éléments nutritifs indispensables à la survie et au développement des pathogènes dans la rhizosphère.

Un cas particulier de compétition pour les nutriments repose sur la compétition pour le fer. L’exemple le plus connu de la compétition pour le fer, est celui de certaines bactéries du genre Pseudomonas antagonistes de divers champignons pathogènes. Ces bactéries sont capables de synthétiser des sidérophores, qui sont des molécules chélatrices du fer nécessaire pour leur croissance. En chélatant les ions ferriques dans la rhizosphère par exemple, elles rendent ainsi indisponibles pour le champignon pathogène.
2.2.2. Antibiose et parasitisme


L’interaction PGPR/pathogène implique aussi un mécanisme d’antibiose. Il consiste en une inhibition directe de la croissance du pathogène via la production de métabolites toxiques. De nombreux Pseudomonas sont capables de produire différents métabolites à activité antibiotique ou antifongique, tels que la pyoluteorine, le 2,4- diacetylphloroglucinol, la pyrrolnitrine, les phenazines et les butyrolactones. Par exemple Pseudomonas synthétise du tropolone manifestant des activités antagonistes à l'encontre de Pythum et de Fusarium. Les pathogènes ainsi inhibés ne gênent pas la plante hôte. Cette bactérie PGPR est un agent efficace dans la lutte biologique en raison de sa capacité à coloniser la rhizosphère et protéger les végétaux contre une large gamme de maladies fongiques. D’autres PGPR sont capables de parasiter et de dégrader les spores des pathogènes à travers la production d´enzymes détruisant la barrière cellulaire (chitinases, glucanases ou cellulases) et de se nourrir à ses dépens.
2.2.4. Induction de la résistance de la plante

De nombreuses PGPR sont capables de déclencher une résistance systémique induite (Induced Systemic Resistance ou ISR) chez la plante hôte, ce qui confère à la plante une résistance contre un large spectre de pathogènes, même vis-à-vis de maladies causées par certains insectes et nématodes. 
L’ISR est donc phénotypiquement similaire à la SAR (vu dans le chapitre réponses des plantes aux agents pathogènes). Cependant, il semble que les voies d’inductions de la SAR et l’ISR, soient différentes, même si toutes deux se basent sur la transmission d´un signal conduisant à l´activation d´un ensemble de mécanismes de défense. L’ISR emprunte une voie de signalisation différente de celle de la  SAR. La SAR est dépendante d’une cascade de signalisation  impliquant l’acide  salicylique et de l’expression des protéines PR, tandis que la ISR requiert des composants de la voie de signalisation dépendante de l’acide jasmonique (JA) et de l’éthylène (ET).
La colonisation efficace des racines par des PGPR est un événement essentiel pour l’ISR où la population des bactéries sur les racines doit atteindre un niveau seuil suffisant pour déclencher le phénomène. Chez Pseudomonas par exemple, il doit être de minimum 105  cellules par gramme de racines. Il est à noter aussi que les mécanismes de résistance dans l´ISR atteignent leur efficacité maximale entre 4 à 5 jours après l'application d'un agent induisant, mais le niveau de persistance de la résistance diminue avec le temps. 

Les éliciteurs de l’ISR : Au contraire de la SAR, les éliciteurs produits par les PGPR et impliqués dans l´ISR sont moins bien connus, mais plusieurs molécules bactériennes jouant ce rôle ont été identifiées :

- Les sidérophores produits par les PGPR dans des conditions de carence en fer, peuvent être responsables de l’élicitation de l´ISR chez certaines plantes.

- la flagelline (protéine du filament flagellaire des Eubacteria) des rhizobactéries peut agir comme éliciteur de l’ISR.
- Les lipopolysaccharides (LPS) sont d´autres composés de surface cellulaire des bactéries

Gram-négatives, qui contribuent avant tout à la croissance et à la survie des microorganismes sur les plantes en facilitant la colonisation. Cependant, une activité élicitrice des LPS ou, plus spécifiquement, de la chaîne latérale Oantigénique, a été montrée sur différentes plantes

- L´acide salicylique : Certaines souches de PGPR sont capables de produire de l´acide salicylique (SA) sous des conditions limitantes en fer. Dans certains cas, cet acide salicylique d´origine bactérienne joue le rôle d´éliciteur de l´ISR.
- Les antibiotiques : Certains composés synthétisés par les PGPR et isolés à l´origine pour leur activité antifongique sont également inducteurs de l´ISR.
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