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Résumé

Résumé

Dans le monde végétal, il existe de nombreuses associations entre les plantes et les
microorganismes. Ces interactions peuvent affecter négativement ou positivement la croissance
et la santé des plantes. Les associations symbiotiques ou positives se manifestent entre les
plantes Iégumineuses et les rhizobia conduisent a la formation des nodules siéges de la fixation
biologique de I’azote. De méme il y’a des bactéries rhizosphériques stimulatrices de la
croissance des plantes (PGPR) qui améliorent la croissance des plantes. Les mycorhizes
peuvent aussi affecter les plantes positivement par l'absorption des éléments minéraux et
I’amélioration de la nutrition des légumineuses. Cette interaction implique des échanges a
bénéfices réciproques entre les champignons et les racines des plantes. D’autre part, il existe
des microorganismes phytopathogénes et affectent négativement la santé des plantes par la

provocation de diverses maladies comme des tumeurs et des Iésions des tissus des végétaux.

Mot clés : Plantes légumineuses, Rhizobiums interaction symbiotique, nodulation,

mycorhize, Phyopathogénes.



Abstract

Abstract

In the plant world, there are many associations between plants and microorganisms. These
interactions can negatively or positively affect the growth and health of plants. The symbiotic
or positive associations that manifest between leguminous plants and rhizobia lead to the
formation of nodules, sites of biological nitrogen fixation. Likewise, there are Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria (PGPRs) which enhance plant growth. Mycorrhizae can also
positively affect plants by absorbing mineral elements and improving the nutrition of legumes.
This interaction involves mutually beneficial exchanges between fungi and plant roots. On the
other hand, there are phytopathogenic microorganisms and negatively affect the health of plants

by causing various diseases such as tumors and damage to plant tissues.

Key words: Leguminous plants, Rhizobium, symbiotic interaction, nodulation,

mycorrhizae, phytopathogens.
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Introduction

Introduction

Le sol est un réservoir important de microorganismes, il renferme une microflore complexe
et variée qui joue des roles essentiels pour I’écosystéme tellurique et les organismes pluri

cellulaires qui y vivent (Munees et Mulugeta, 2013).

Parmi les organismes supérieurs du sol nous trouvons les plantes vertes qui constituent le
groupe le plus vaste, avec environ 278 000 especes différentes. Les quatre principales
subdivisions du groupe des plantes vertes sont les mousses, les fougeres, les coniferes et les
plantes a fleurs (Jacques fortin, 2005). Elles sont ancrées dans le sol par leur systeme racinaire
qui se développe au contact de la plus grande divesité d’organismes vivants qui existe sur terre

(Hirsch et Mauchline, 2012).

Les légumineuses constituant une des familles les plus abondantes et diversifiées des plantes
supérieures avec plus de 650 genres et 18000 espéces (In Sebihi, 2008). Cette famille comprend
des especes des formes herbacées se rencontrent surtout dans les régions tempérées et les formes
arborescentes dans les régions chaudes (Merzoug et al., 2008). Elle présente des nodules sur
leurs racines et sur les tiges dans lesquels se trouvent les bactéries, fixant I'azote atmosphérique
(Merzoug H et al., 2008). Les légumineuses présentent une importance économique majeure,
de nombreuses especes constituent des ressources en fourrage tel que la Luzerne (Medicago
sativa), I’aliment Soja (Glycine max L.), Haricot (Phaseolus sp.), Arachides (Arachis hypogaea
L.) et Horticoles (Mimosas) ou présentent des propriétés médicinales (In Sebihi, 2008). En
Algérie, les légumineuses occupent une place importante et constituent avec les céréales 1’épine
dorsale du systéeme alimentaire algérien. Elle se caractérise par une grande diversité de
Iégumineuses spontanées et cultivées (In Ouslim, 2016).

La rhizosphere, ce terme qui désigne la zone du sol dans laquelle la microflore tellurique
est soumise aux influences des racines (Campbell et Greaves, 1990). C’est une zone d’intense
activité microbiologique en raison des exsudats racinaires des plantes, ces activités benéfiques
peuvent étre directes par le biais des relations symbiose avec les plantes, ou indirectes via
I’action des microorganismes vivant librement dans la rhizospheére qui modifient les taux
d’approvisionnement en éléments nutritifs et 1a répartition des ressources (Belaid et al., 2013).
La microbiologie du sol est complexe et variée, elle comprend des bacteéries, des champignons,

des protozoaires et des virus. La distribution des micro-organismes du sol est hétérogene et
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dépend des facteurs nutritionnels et des facteurs physico chimique (In Bendjida et Aouadi,
2019).

11 a été estimé qu’un gramme de sol contenait de 10%° & 10! bactéries, et de 6 000 & 5 0000
especes bacteriennes (Curtis et al., 2002 ; Horner et al., 2003). Certains de ces microorganismes
jouent un réle clé dans un grand nombre de processus incluant : 1’acquisition d’éléments

nutritifs pour les plantes, les cycles géochimiques comme celui de 1’azote, et la structure du sol

(Kowalchuk et Stephen, 2001 ; Rillig et Mummey, 2006).

Dans leur environnement naturel, les plantes sont en contact avec une grande diversité de
populations microbiennes avec lesquelles elles établissent différents types d’interactions
(Barrett et al., 2009). Certains microorganismes établissent une relation symbiotique avec la
plante profitant aux deux partenaires. D'autres vivent en épiphytes sur les plantes qui leurs
fournissent une niche et n'‘ont apparemment aucun effet. Enfin, certains microorganismes
parasites nuisent aux plantes et affectent leur croissance et leur reproduction de maniére plus
ou moins importante. Les interfaces entre plantes et micro-organismes représentent donc le lien
entre les facteurs biologiques et environnementaux et la production durable des écosystémes
(Mathieu hanemian, 2012).

L’objectif de notre étude est la détermination des différents types d’interaction microbienne

avec les plantes légumineuses.
Le travail est organisé en cing chapitres :

Le premier chapitre est une revue générale sur les plantes légumineuses et les
microorganismes de la rhizosphére et I’interaction existant entre eux. Le deuxiéme chapitre est
consacré a I’¢tude de I’interaction symbiotique des plantes légumineuses avec les bactéries alors
que le troisieme chapitre se concentre sur la symbiose avec les mycorhizes. Dans le quatriéme
chapitre on étudie les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes. Enfin, le cinquiéme
chapitre présente D’interaction entre les plantes légumineuses et les microorganismes

pathogenes.

La derniére partie présentera une conclusion qui récapitule les connaissances acquises lors

de ce travail ainsi que les perspectives.
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Chapitre 1 Généralités

1- La rhizosphere

La rhizosphére, terme employé pour la premiére fois en 1904 par Hiltner, correspond a
la zone du sol soumise a I’influence des racines vivantes (Cregut, 2009). Cette partie du sol est
le siége des interactions mutuelles entre le sol, les microorganismes et la plante (Kirdi, 2011).
La rhizosphére peut étre définie comme la partie du sol qui est adjacente au systéme racinaire
d'une plante et qui est influencée par les exsudats racinaires. Les racines libérent une grande
quantité de métabolites a partir de poils absorbants ou de systemes racinaires fibreux. Ces
métabolites agissent comme des signaux chimiques pour que les bactéries motiles se déplacent
vers la surface des racines, mais représentent aussi les principales sources de nutriments
disponibles pour soutenir la croissance et la persistance dans la rhizosphere (Manoharachary et
Mukerji, 2006 ; Nihorimbere et al., 2010).

Il 'y a trois zones distinctes dans la rhizosphere : I'endorhizosphere, le rhizoplane et
I’ectorhizosphére (Huang et al., 2014) (figure 1).
1-1- Le rhizoplane

Le rhizoplane est la zone de la surface des racines ou les micro-organismes se fixent en
utilisant des structures de surface telles que les flagelles, les fimbriae ou les polysaccharides de
la surface cellulaire (Mwajita et al., 2013).

1-2- L’endorhizosphére

Le terme endorhizosphere désigne 1’intérieure de la racine y compris cortex racinaire,
épiderme et poils racinaires, Il évoque le passage graduel du sol a I’intérieur de la racine. C’est
I’introduction des champignons et bactéries dans les cellules du parenchyme cortical de la
plante, utilisant ses exsudats sans provoquer de lyse cellulaire (Maougal, 2014).

1-3- L’exorhizosphére

C’est le sol adhérant a la partie racinaire de la plante (Maougal, 2014).

2- Les microorganismes de la rhizosphere

La rhizosphére est une fine couche de sol qui entoure immédiatement les racines des
plantes. Ceci est une zone extrémement importante et active pour l'activité racinaire et le
métabolisme. Un grand nombre de micro-organismes tels que les bactéries, les champignons,
les protozoaires et les algues coexistent dans la rhizosphére. Les bactéries sont les plus
abondantes d'entre eux (108 -10° g -1) (Mwajita et al., 2013) (Figure2).
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Les microorganismes de la rhizosphére interviennent dans la nutrition des plantes en

influengant : la disponibilité des nutriments, la croissance et la morphologie racinaire, le

processus de prélévement des nutriments (Limam, 2015).

La biodiversité des micro-organismes dans la rhizosphere des plantes est réduite par
rapport a ce qu’elle est réellement dans le sol. Le nombre d’individus par gramme de sol est en

géneral plus élevé dans le sol rhizosphérique car les ressources trophiques et spatiales y sont

plus élevées, mais la diversité des espéces présentes est moindre [1].

Généralités
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Figure 1 : Représentation schématique des trois zones de la rhizosphére (Lepinay, 2013).
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Figure 2 : Ensemble des microorganismes présents dans le zoo de la rhizosphére (Mendesl et al., 2013).




Chapitre 1 Généralités

3- Les plantes legumineuses

Le premier processus qui intervient dans la rhizosphére est commandé par les racines
des plantes qui opérent des changements qualitatifs du sol qui les entoure, de fagcon physique
par leur croissance et chimique par leur exsudation. Elles modifient les propriétés
physicochimiques du sol tant au niveau de sa microporosité que de macroporosité (modification
du pH, du potentiel redox, de la température, de I’aération, de I’humidité et de la salinité ...)
qui conduisent a des modifications des propriétés biologiques et microbiologiques (Limam,
2015).

Les plantes libérent au sein de la rhizosphére divers éléments carbonés, dont les
photosynthétats, regroupés sous le terme de rhizodépdts. Ces derniers sont composés des
exsudats racinaires (ou photosynthétats : sucres, acides aminés, acides organiques, hormones,
vitamines), de secrétions de mucilage (sucres polymeérisés, enzymes) et de cellules sénescentes
(cellules de la coiffe racinaire, cellules corticales et épidermiques) puis de I’ensemble de la
racine a la mort de la plante (Lepinay, 2013).

La famille des légumineuses (Fabacées) est la troisieme plus grande famille
d’Angiospermes apres les Orchidacées et les Astéracées, avec environ plus de 18000 especes
reparties en 750 genres, (Allen et Allen, 1981 ; Lewis et al., 2005 ; Bruneau et al., 2013). Ayant
une distribution mondiale et une grande importance écologique et économique, couvrant tous
les principaux biomes et formant des constituants écologiquement importants des écosystémes
tempérés, méditerranées, tropicaux, arides, saisonnierement secs, des foréts tropicales et de
savanes (Doyle et Luckow, 2003 ; Schrire et al., 2005).

La famille des Fabaceae se divise en trois grands sous-groupes, qui sont généralement
considérés comme des sous familles : Mimosoideae, Caesalpinioideae et Papilionoideae
(Botineau, 2010).

3-1-Les Mimosoideae

Ont de trés nombreuses petites fleurs en grappes serrées a nombreuses étamines
saillantes en dehors des petits pétales ; les fleurs sont symétriques. Sont en majorité des arbres
et arbuste des régions tropicales et subtropicales. Cette sous-famille comprend 62 genres et

environ 2500 especes. Parmi les 10% d’especes déja examinées, la majorité sont nodulées

(Glycine, Acacia,...) (Maxted et Bennett, 2001a).
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3-2- Les Caesalpinioideae

Ont habituellement des fleurs comme des papillons et a étamines unies. Comprenant
environ 150 genres et 2200 espéces, sont principalement des arbres ou arbustes retrouvés en
régions tropicales et subtropicales. 23 % seulement des especes parmi celles examinées, sont
connues pour étre nodulées par les rhizobia. Ces espéces nodulées se
retrouvent majoritairement dans les tribus des Caesalpinieae et Cassieae ; les tribus Cercideae

et Amherstieae étant trés peu nodulées (Maxted et Bennett, 2001a).

3-3-Les Papilionoideae

Comprennent plus des deux tiers des especes des trois sous-familles. Cette sous famille
est trés cosmopolite et compte pres de 14000 espéces réparties en 476 genres de légumineuses
tropicales et tempérées. Les plantes sont principalement des herbacées mais comprennent aussi
des arbres et des arbustes, Parmi les espéces étudiées (21% du total), 97% sont nodulées par les
rhizobia. Les Papilionoideae ont une grande importance au niveau de I’agriculture. Elles sont
cultivées pour leurs graines riches en protéines ou pour leurs propriétés fourragéres (In Riah,
2014).

Tableau 1 : Classification des lIégumineuses (In Saoudi, 2008).

Mimosoideae Albizia avec I'arbre de soie, Inga,
Pithecellobium , Acacia, avec le mimosa,

Mimosa.

Caesalpinioideae Caesalpinia, avec le Pernambouc ou le Pau-
Brasil, Parkinsonia , Delonix , Gleditsia,
avec le févier épineux , Haematoxylum,
Sclerolobium , Melanoxylon , Bauhinia,
Cercis, avec l'arbre de Judee (Cercis
siliquastrum) , Cassia , Ceratonia, avec le
Caroubier (Ceratonia siliqua) :
Colophospermum , Copaifera , Brachystegia

Tamarindus , Amherstia, etc.

Papilionoideae ou Faboideae Abrus, Arachis, I'arachide, Astragalus-les
astragales, Cicer arietinum-le pois chiche,

Cytisus-certains genéts comme le genét a
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balais, Coronilla-Coronille, Genista-c'est le
genét poilu ou le genét des teinturiers,
Glycine-qui nous donne le soja (ne pas
confondre avec la glycine nom de genre
Wisteria), Glycyrrhiza-la reglisse,
Hippocrepis le fer a cheval, Laburnum, le
cytise, Lathyrus, les gesses, Lens-les lentilles,
Lotus-le lotier, Lupinus-le lupin,
Medicago-les luzernes, Melilotus-les
mélilots, Ononis les bugranes, Phaseolus-les
haricots, Pisum-les pois, Robinia-le robinier

faux-acacia avec son bois dur imputrescible.

4- Types d’interactions microorganismes- plantes légumineuses

Des nombreuses interactions sont observées entre les plantes et les microorganismes, ces
interactions peuvent affecter négativement la croissance et la santé des plantes puisqu’elles
peuvent provoquer beaucoup de dégats chez la plante comme la provocation des maladies telles
que la nécrose, les tumeurs et les 1ésions. Mais aussi a des effets positifs puisqu’elles peuvent
améliorer la croissance des plantes et aident la plante a résister a des conditions de stress
biotique et abiotiques (Aurelie, 2010 ; Djigal, 2003 ; Clementine, 2013).

En effet, il existe trois grands types d’interactions entre les plantes et les

microorganismes :
4-1- Interaction de type commensal

Est une interaction biologique a bénéfice non réciproque ou 1’un des partenaires n’a
aucune influence sur 1’autre. Par exemple : la bactérie Pseudomonas fluorescens forme des
biofilms sur la racine des plantes sans qu’il n’y ait d’avantages ni pour la plante ni pour la
bactérie. Sur les feuilles on trouve Methylobacterium et Sphingomonas dans ce type
d’interaction (Patrick, 2011).
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4-2- Interaction de type parasitaire ou pathogene

Est une interaction biologique dont un des protagonistes (le parasite) tire profit (en se
nourrissant, en s’abritant ou en se reproduisant) d’un autre organisme (hotes) (Khasirikani.,
2009). Par exemple, il y a beaucoup de bactéries pathogenes chez les plantes (Agrobacterium
sp, Pseudomonas syringae, Xanthomonas sp, Ralstonia solanacearum), mais ce sont surtout les
champignons, les oomyceétes et les virus qui provoquent le plus de dégats chez les plantes
(Patrick, 2011).

4-3- Interaction de type symbiose

Le terme symbiose fut utilisé pour la premiere fois par 1’allemand Frank en 1877 pour
qualifier la coexistence d’organismes différents (Hubert, 1997). En effet, on utilise le terme de
symbionte pour caractériser une variété de bactéries/champignons qui établissent une
interaction/infection soutenue avec leur héte au cours de laquelle la colonisation et la
multiplication sont contrdlées sans compromettre la vitalit¢ de 1’hote. L’association
symbiotique est souvent construite autour d’un grand partenaire appelé hote et de plus petits

partenaires appelés symbiontes (Philippe, 2009).
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1- Fixation biologique de I’azote

1-1- Cycle d’azote

L'azote, en tant que composant omniprésent dans les biomolécules (protéines, acides
nucléiques, vitamines...), est I'élément constitutif des végétaux le plus important apres le
carbone. Malheureusement, la concentration de ses formes assimilables dans le sol (ammonium,
nitrate, etc.) est souvent limitante pour la bonne croissance des plantes et constitue de ce fait,
tres freqguemment, le facteur clé de la production agricole (Roger et al., 1996). L’atmosphére
terrestre est composée majoritairement d’azote sous forme gazeuse ou moléculaire (N2)

(diazote) non assimilable par les plantes (Cleland et Harpole, 2010).

Au centre du concept du cycle de I’azote (Figure 3) se trouve 1’azote contenu dans le
sol. L’azote du sol pénétre dans la biomasse surtout sous la forme des nitrates (NOs-) qui est
absorbé par les plantes et les microorganismes. Une fois assimilé, I’azote nitrique est converti
en azote organique sous la forme d’acides aminés, et d’autres composés azotés qui
constitueront les protéines et d’autres macromolécules. L’azote continu son chemin dans la
chaines alimentaire, lorsque les animaux mangent les plantes. Puis I’azote retourne au sol sous
la forme des déchets animaux, ou lors de la mort et la décomposition des différents

organismes.

Azote atmosphérique
(N?)

@ Bactéries

Bacleries dénitrifiantes
fixatrices d'azote Nitrates

nodules de (NO3-)

légumineuses (baceenes el cpngnons
asrobles ef anaédrobies)
Bactérles

Ammonification Nitrification nurmanm-a

Ammoniague
» ey (') N oz,

Bactéries fixatrices d'azote Bactéries nitrifiantes
dans le sol

Figure 3 : Cycle de I’azote (Peret, 2007)
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Au cours de la décomposition, I’azote organique est transformé en ammoniac par une
série de microorganismes ce processus est connu sous le terme d’ammonification.
Une partie de ’ammoniac peut étre volatilisé et retourne dans 1’atmosphere, mais la plus
grand partie est recyclé en nitrate par des bactéries du sol. La premiére étape de la formation
de nitrate, est I’oxydation de I’ammoniac en nitrite (N0O2-) par des bactéries appartenant aux
genres Nitrosomonas ou Nitrococcus. Le nitrite est ensuite oxydé en nitrate par des membres
du genre Nitrobacter ces deux groupes bactériens sont dits bactéries nitrifiantes, le résultat de
leurs activité est la nitrification. Les bactéries nitrifiantes sont chimioautotrophes, ce qui signifie
que I’énergie libérée par 1’oxydation des maticres inorganiques telles que I’ammonium ou le
nitrite est utilisée pour convertir le dioxyde de carbone en carbone organique. En prélevant de
I’azote dans le sol, les plantes entrent en compétition avec des bactéries dites dénitrifiantes (ex
: Thiobabacillus denitificans) (Hokpins, 2003).

1-2- Fixateurs biologiques de I’azote

De méme que le carbone (C), 1’azote (N) est un des éléments majeurs constituant les
composants cellulaires nécessaires a la vie (notamment les acides nucléiques et les protéines
indispensables a la reproduction et a la croissance). Seules certaines familles d’étres vivants
peuvent utiliser directement 1’azote gazeux qui est présent dans I’air. Le mécanisme en jeu,
appelé fixation biologique du diazote N2 (diazotrophie), est le mécanisme principal permettant
I’introduction d’azote dans la biosphere. La fixation biologique de 1’azote est un processus
métabolique exclusivement réalisé par les organismes procaryotes : certaines bactéries et
cyanobactéries libres dans le sol ou 1’eau, et les bactéries symbiotiques des légumineuses

(La Bauer et Treseder, 2008).
1-2-1- Fixateurs libres de I’azote

Il existe des bacteries libres qui vivent dans le sol et assurent la fixation de I'azote, soit
seules, soit en symbiose avec d'autres bacteries. Ce sont principalement, des bactéries aérobies
(Azotobacter, Azomonas) et des bactéries anaérobies (Clostridium...) (In Saoudi, 2008). En
plus des bactéries, plusieurs genres de cyanobactéries comprennent des especes fixatrices
d’azote. Leur nitrogénase est enfermée dans un hétérocyste, une structure cellulaire spécialisée

qui fournit les conditions anaérobies nécessaire a la fixation de 1’azote (Tortora et al., 2003).



Chapitre 02 Interaction symbiotique plantes légumineuses- bactéries

1-2-2- Fixateurs symbiotiques

La forme la plus commune d’association symbiotique provoque la formation sur la racine
(ou parfois sur la tige) de la plante hote des structures multicellulaires hypertrophies nommées
nodules (Hopkins, 2003).

Parmi les bactéries du sol qui forment des nodosités sur les racines des plantes
(symbioses vraies), les rhizobia s’associent aux especes de la famille des Iégumineuses et au
seul genre Parasponia de la famille des Ulmacées. L’autre type de bactérie formant des
nodosités racinaires, Frankia, de I’ordre des Actinomycétales, s’associc a des espéces
ligneuses, réparties dans différentes familles botaniques et appartenant aux genres Alnus,
Eleagnus, Casuarina ou Myrica. Les cyanobactéries, qui possédent une photosynthése de type
végétal, s’associent a des fougéres aquatiques flottantes (Azolla), des lichens et des plantes
herbacées. Des associations de type endophytique sont également décrites, telles deux especes
bactériennes associées aux tiges et aux racines de la canne a sucre : Acetobacter diazotrophicus

et Herbaspirillum seropedicae (Domergue, 2006).
1-3- Importance de la fixation biologique de I’azote

La fixation symbiotique de I’azote, associant des rhizobia a des légumineuses, permet
de diminuer les apports d’azote dans le sol via ’utilisation d’engrais chimiques tout en
conservant un niveau de fertilité d’azote adéquat pour assurer la productivité de 1’agrosystéme
(Dwivedi et al., 2015). En conséquence, la valorisation de la fixation symbiotique de I’azote est
une composante fondamentale dans la conception d’une révolution doublement verte en offrant
toute une gamme d’avantages contribuant a I’identification de pratiques culturales
respectueuses de I’environnement. En effet, les 1égumineuses ont de nombreuses propriétés
allant de la production de ressources riches en protéines, en lipides, en éléments minéraux et en
vitamines jusqu’a’ I’amélioration de la qualité des sols (teneurs en azote, en matiere organique,
structure du sol) permettant ainsi d’optimiser durablement la productivité de 1’agrosystéme
mais également sa rentabilité financiére (Kopke et Nemecek, 2010 ; Chianu et al., 2011;
Lupwayi et al., 2011; Mahieu et al., 2011).
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1-4- Molécules clés de la fixation biologique de I’azote
1-4-1- Nitrogénase

La fixation biologique de 1’azote atmosphérique est catalysée par un complexe
enzymatique appelé complexe nitrogénase (Rees et Howard, 2000). Cette enzyme a été mise en
évidence uniquement chez des procaryotes. Le complexe nitrogénase est trés conserveé chez les
bactéries fixatrices d’azote tant au niveau de sa séquence que de sa structure. 1l est constitué
de deux metalloprotéines. Le site de la reduction du substrat est la protéine MoFe (composant
| ou dinitrogénase) et le donneur d’électrons est la protéine Fe (composant II ou dinitrogénase
réductase). Le composant I est un hétérotétramere de type a2f32 codé par les génes nifD et nifK
et le composant Il est un homodimére codé par le géne nifH (Howard et Rees, 2000). La
régulation de I’expression de la nitrogénase est complexe ; elle fait intervenir au niveau
transcriptionnel d’autres génes nif de 1’opéron (nifA et nifL notamment) et au niveau post
traductionnel un systéme d’ ADPribosylation (répression de 1I’enzyme par NH4 + et 1’ obscurité).

Le complexe nitrogénase est extrémement labile en présence de dioxygeéne (In Saoudi, 2008).

La réaction catalysée par cette enzyme est la suivante :

N2+ 8H+ +8e- + 16ATP -2NHs + H2+ 16 ADP + 16 Pi

La réaction de fixation de 1’azote est trés colteuse en énergie (ATP et pouvoir
réducteur). De ce fait, la fixation de ’azote par les bactéries diazotrophes a 1’état libre est peu
efficace : de I’ordre de la dizaine de kg N.ha-1.an-1. L’association symbiotique entre des
bactéries fixatrices d’azote et certaines plantes permet d’améliorer considérablement cette
valeur pour atteindre une centaine de kg N.ha-1.an-1 (Bohlool et al., 1992). La symbiose
Rhizobium-Légumineuses est la plus étudiée car elle concerne beaucoup d’especes d’intérét
agronomique (alimentation humaine et animale). Les symbioses actinorhiziennes sont moins

étudiées mais ont néanmoins une grande importance écologique (In Saoudi, 2008).
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Figure 4: Structure de la nitrogénase (Rubio et Ludden, 2005)

Le complexe nitrogénase catalyse la réaction de fixation de I’azote atmosphérique. Cette
enzyme n’existe que chez les organismes procaryotes. Elle est constituée de deux composants :
le composant | est un hétérotétramere constitué de deux sous-unités représentées en bleu et vert
et deux sous-unités représentées en rouge et orange (A), le détail de la sous-unité est donné (B)

et le composant Il est un homodimere (C) (Rubio et Ludden, 2005).
1-4-2- Léeghémoglobine

La léghémoglobine est une protéine pigmentée de couleur rose foncée. Elle
ressemble beaucoup a I’hémoglobine des animaux, elle fixe I’oxygéne gazeux rejeté par la
photosynthése et qui inhiberait la nitrogénase de la bactérie. Elle laisse suffisamment

d’oxygene pour la respiration des bactéries (Suty, 2015).
2- Le micro symbiote bactérien (rhizobia)

Le premier isolement et la premiére culture pure de bactéries fixatrices d’azote a partir
d’un nodule de légumineuse remonte a la fin du XIXéme siecle (Beijerinck, 1888). L’année

suivante, cette bactérie est appelée Rhizobium leguminosarum (Frank, 1889).

Du grec rhiza (qui signifie racine) et bio (vie), rhizobium signifie donc littéralement

organisme vivant dans la racine. Les Rhizobia sont des bactéries aérobies du sol appartenant a
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la famille des Rhizobiaceae. Ces bactéries présentent la capacité de former une symbiose avec
des plantes de la famille des 1égumineuses (Benahmed, 2010). A 1’état libre, les rhizobia vivent
dans le sol et dans la rhizosphére. Avec quelques exceptions (dont Azorhizobium), les rhizobia

n’ont pas la possibilité de fixer I’azote atmosphérique, lorsqu’ils sont a 1’état libre (Emile et

Michel, 2004).
2-1 - Caractéristiques des rhizobia

Une caractéristique des rhizobia est leur aptitude a infecter la racine ou parfois la tige des

legumineuses pour y former des nodules (test piégeage) (Emile et Michel, 2004).
2-1-1- Caractéres morphologiques

Les rhizobia sont des bactéries a Gram négatifs, non sporulants. Ces bactéries sont
mobiles par un seul flagelle polaire ou par deux a six flagelles péritriches et apparaissent sous
forme de batonnets réguliers de 0,5 a 0,8 um de largeur sur 1,2 & 3 um de longueur pour les
rhizobia a croissance rapide. Les rhizobia a croissance lente sont mobiles par un seul flagelle

polaire ou un flagelle subpolaire (Somasegaran et Hoben, 1994).

A I’intérieur des cellules du cortex racinaire, les rhizobia se transforment en bactéroides
de forme branchée, sphérique ou en massue (Perry et al., 2004). Donc on distingue deux

formes :

Une forme végétative (non bactéroides) : ce sont des microorganismes réguliers que 1’on

trouve dans la rhizosphére et/ou dans le cordon d’infection, trés mobiles quand ils sont jeunes

(Torche, 2006).

Une forme bactéroides : chez les groupes Rhizobium trifoli, Rhizobium meliloti et
Rhizobium leguminosarum, les individus sont irréguliers et ont une taille a peu prés dix fois

plus grande que ceux de la forme vegétative (Somasegaran et Hoben, 1994).
2-1-2-Caractéres biochimiques

Les rhizobia sont des bactéries chimioorganotrophes ; ils utilisent des carbohydrates
relativement simples comme le glucose, le mannitol, le saccharose et des composés amines.
Certaines especes exigent des vitamines pour leurs croissances. Les rhizobia a croissance rapide
peuvent croitre dans une large gamme de carbohydrates, mais ils ont une croissance meilleure
sur le glucose, le mannitol ou le saccharose. La majorité des souches a croissance lente prefére

le pentose (Somasegaran et Hoben, 1994). Les rhizobia n’assimilent pas 1’azote en dehors de la
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plante et ont besoin d’une source d’azote ammoniacal ou aminé pour se développer a 1’état libre

(Pelmont, 1995).
2-1-3-Caractéres physiologiques

Rhizobium est un micro-organisme aérobie ou microaérophile et peut se contenter d une
faible tension en oxygene (pression de 0,01 atm). Le pH optimum de la croissance se situe entre
6 et 7, plus exactement 6.8, mais certaines souches tolérent un milieu acide (pH = 4) comme
Rhizobium japonicum. La température idéale se situe entre 25-30°C (Somasegaran et Hoben,
1994).

2-1-4-Caractéres génétique

La génétique du Rhizobium n'est pas chose simple, en raison du grand nombre de genes
impliqués dans la symbiose et les nombreuses particularités d'une souche a l'autre (Gharzouli,
2006). La taille des génomes rhizobiens connus varie de 5,4 a 9,2 Mb et le nombre de plasmides

varie entre 0 et 7(Laranjo et al., 2014).

La présence d'un plasmide de grande dimension ou mégaplasmide (Psym) est une

caractéristique intéressante dans toutes les souches de Rhizobium meliloti (Gharzouli, 2006).
2-1-5- Caracteres culturaux

Le yeast mannitol agar (YMA) est un des milieux solides les plus utilisés pour la culture
des rhizobia (Vincent, 1970). Sur ce milieu les colonies apparaissent sous forme circulaire,
blanche, opaque ou laiteuses, humides, translucides, elles peuvent étre brillantes. Les colonies
jaunes sont pales rencontrées surtout dans les cultures agées (Somasegaran et Hoben, 1994). Il
est admis que seules les bactéries correspondant aux bactéries non différenciées en bactéroides
sont capables de pousser sur boite de Pétri (Boivin-Masson et al., 2006).

2-1-6- Caractéres symbiotiques

Dans la relation symbiotique Rhizobium / plante-hote, deux critéres sont a prendre en
compte, I’aptitude a noduler ou ineffectivité et I’aptitude a fixer 1’azote atmosphérique en
symbiose ou effectivité. Ces deux criteres peuvent étre apprécies du point de vue de la bactérie
ou de la plante-hote et sous 1’influence des conditions environnementales (Emile et Michel,
2004).
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2-2- Classifications des rhizobia

La progression de la taxonomie des rhizobia est due a un nombre croissant de techniques
efficaces disponibles dans la caractérisation bactérienne. La classification des rhizobia a subi
de grands changements au cours des derniéres années en raison de nouvelles données
phylogénétiques et polyphasiques qui ont mené a la description de nouveaux taxons (Zahran,
2006).

Selon le Bergey’s Manuel (Jordan, 1984) les rhizobia appartiennent au régne des
Procaryotes a la division des Gracilicutes, au domaine des Bacteria, a I’embranchement des
Proteobacteria, a la classe Alpha, a I’ordre Rhizobiales et a la famille Rhizobiaceae (Jordan,
1984)

Tableau 02 : classification des rhizobia (Berrada et Fikri-Benbrahim, 2014)
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Espece

Plante-hote

Classe :Alphaproteobacteria
Ordre :Rhizobiales

Famille :Rhizobiaceae
Genre :Rhizobium
R.leguminosarum

biovarviciae

biovartrifolii
biovarphaseoli
R.tropici
Typell A
Type lI B

R. etli

biovarphaseoli

biovarmimosae
R.hainanense

R.gallicum

biovargallicum
biovarphaseoli
R mongolense
R. galegae
biovarorientalis
biovarofficinalis

R. giardini
biovargiardinii
biovarphaseoli

R. huautlense
R.indigoferae

R sullae

R. loessense

R. yanglingense

R. daejeonense
R. celluloslytcum

Genre : Sinorhizobium
S. meliloti
biovarmeliloti

biovaracaciae
biovarmedicaginis
S.fredii

chemovarfredii
chemovarsiensis
Sinorhizobiumxinjiangense
S. sahelense

biovaracaciae
biovarseshaniae

S. terangae

biovaracaciae
biovarseshaniae
S. medicae

S. Kostiense

S. morelense

S. americanum

Pisumsativum,Vicia
Lathyrus, Lens
Trifoliumpratense
Phaseolusvulgaris L

P.vulgaris L.,Leucaena
P.vulgaris L.,Leucaena

Phaseolusvulgaris,
Leuceana

Mimosa affinis
Desmodiumsinuatumet
autres plantes de région
arides

PhaseolusvulgarisL.
PhaseolusvulgarisL.
Medicagoruthenica

Galegaorientalis
Galegaofficinalis

PhaseolusvulgarisL
PhaseolusvulgarisL.
Sesbania herbacea
Indigofera
Hedysaumcoronarium
Astragalus, Lespedeza
Coronilla,Amphicarpaea,
GueldenstaedtiaBioreactor
Nod+ on Medicagosativa

Medigaco, Melilotus,
Trigonella

M. Lasciniata, M. Sauvagei

Glycine max
Glycine max
Glycine max
Sesbania spp
Acacia spp

Seshania spp

Acacia spp

Seshania spp
Medicagospp

Acacia, Prosopis
Leucaenaleucocephala
Acacia

Acacia, Prosopis
Kummerowiastipulacea
Seshania, Medicago
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S. arboris
S. Kummerowiae
S. adhaerens

Genre : Allorhisobium

A. undicola

Famille : Phyllobacteriaceae
Genre : Mesorhizobium

M. loti

M. huakuii

biovarloti

M. ciceri

M. tianshanense

M.mediterraneum

. plurifarium

. amorphae

. chacoense

. temperatum

. septentrionale

. thiogangeticum
M.albiziae

Genre : Phyllobacterium
P. trifolii

=L

Famille : Methylobacteriaceae
Genre : Methylobacterium
M. nodulans

Famille : Brucellaceae

Genre : Ochrobactrumsp.
Ochrobactrumsp.
Ochrobactrumlupini

Famille :Hyphomicrobiaceae
Genre : Azorhizobium

A. caulinodans

A. johannense
Azorhizobiumsp

Genre : Devosia
Devosianeptuniae

Famille : Bradyrhizobiaceae
Genre : Bradyrhizobium
B. japonicum
biovargenistearum
biovarglycinearum

B. elkanii

B. liaoningense
biovarglycinearum

B. yuanmingense

B. betae

B. canariense
biovargenistearum
biovarglycinearum
Bradyrhizobiumsp

Genre : Blastobacter
B. denitrificans

Classe : Beta Proeobacteria
Ordre : Burkholderiales
Famille:Burkholderiaceae
Genre : Burkholderia
Burkholderiasp

B. caribensis

B. cepacia

B.tuberum

B. phymatum

Genre : Wautersia(Ralstonia)

Neptunianatans

Lotus corniculatus
Astragalussinicus, Acacia spp

Cicer arietinum
Glycyrrhizapallidifloraet
autres plantes tropicales
Cicer arietinum

Acacia, Prosopis
Amorpha fruticosa
Prosopis alba
Astragalusadsurgens
Astragalusadsurgens
soil (India, Clitoriaternatea)
Albziakalkora

Trifoliumpratense

Crotalariaspp

Acacia mangium
Lupinusalbus

Seshania rostrata
Seshania rostrata
Seshania virgata
Seshania rostrata

Neptunianatans

Glycine max. Glycine soja
Glycine max
Glycine max, Glycine soja

Lespedezaspp
Bata vulgaris

Genisteae et Lotea

Vigna, Lupinus, Mimosa,
Acacia, Aeschynomene

Aeschynomene

Machaeriumlunatum,
Aspalatus
Alysicarpusglumaceus
Aspalatuscarnosa
Aspalatuscarnosa

Mimosa spp
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W. taiwanensis
Phaseolusvulagris

Genre : Herbaspirillum

H. lusitanum

Classe : Gamma- Hedysarumcarnosum,
Proteobacteria H. Spinosissimum,
Ordre : Enterobacteriales H. Pallidum,

Pantoeaagglomerans

EnterobacterKobei

Enterobactercloacae

Leclerciaadecarboxylata Hedysarumcarnosum,
Escherichia vulneris H. spinosissimum,

H. pallidum
Ordre : Pseudomonadales
Pseuomonassp

3- La nodulation

Les légumineuses forment une endosymbiose avec des bactéries fixatrices d'azote
appelées rhizobia dans un processus de développement soigneusement orchestré appelé
nodulation (Guan et al., 2013). La grande majorité des études sur la symbiose légumineuses-
Rhizobium se sont concentrées sur le développement du nodule et I'initiation de la fixation de

I'azote par les bactéroides (Fujishige et al., 2006).

La nodulation est considérés comme la premiere caractéristique de 1’association
symbiotique se manifeste par 1’apparition de nodules qui est strictement contr6lée par des

mécanismes d'autorégulation interne de la plante hote (Dhanefitouri, 2011).

Le nodule est un nouvel organe produit par la plante héte au sein duquel les bactéries,
différenciées en bacteroides, fixent 1’azote atmosphérique. Pour permettre une activité optimale
de la nitrogénase, enzyme irréversiblement inactive par 1’oxygene, la plante maintient les
nodules en condition de micro-oxie grace au parenchyme nodulaire pendant que la
Iéghemoglobine transporte et tamponne la concentration d’oxygéne indispensable a la
respiration (Ott et al., 2005).

3-1-Types des nodules

En fonction de la nature transitoire et persistante de la prolifération des cellules de I’hdte,

les nodules des légumineuses peuvent avoir deux types de structure de nodules : déterminé ou
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indéterminé (Kondorosi et al., 2013). Le type de nodule dépend de la plante hote, les
espéces de legumineuses qui peuvent produire des nodules déterminés et indéterminés sont
rares (Liu et al., 2014).

3-1-1- Les nodules de types indéterminés

Les nodules sont formés par les légumineuses issues de milieux tempérés
comme la luzerne, le pois ou le tréfle. Ces nodules se développent a partir des
cellules du cortex interne (Vernié, 2008). Ils ont un méristtme apical persistant et adopte
une forme cylindrique (Coba et al., 2018).

3-1-2-Les nodules de types détermineés

Ces nodules sont formés par des légumineuses d’origine tropicale comme le
soja ou le haricot. Ces nodules déterminés se développent a partir des cellules du
cortex externe et sont caractérisés par la présence d’un méristeme persistant (Vernié,
2008).

IIs ont un méristéeme latéral qui reste actif pendant quelques jours. Apres l'arrét de
I'activité méristématique, le nodule se développe par expansion cellulaire et adopte

une forme sphérique (Coba et al., 2018).

Figure 5: Structure des nodules de Iégumineuses A: Nodule de Légumineuse de type indéterminé. B : Nodule de
Légumineuse de type déterminé. | : zone méristématique ; Il : zone d’infection ; II-111 : interzone I1-111 ; 1V :

zone de sénescence (Chabbi, 2010).
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3-2-Génétique de la nodulation

Au cours de la symbiose légumineuse-Rhizobium, les exigences génétiques de la
reconnaissance spécifique ainsi que celles de la formation et la maturation fonctionnelle du

nodule, sont partagées entre les deux partenaires (Dekkiche, 2018).
3-2-1- Génétique de la nodulation chez la bactérie

Un certain nombre de genes bactériens indiqués nod et nol est exigé pour la
nodulation. Ces genes sont localisés sur un grand plasmide appelé plasmide symbiotique,
mais de tels génes sont situés sur le chromosome de Bradyrhizobium et Azorhizobium
(In Torche, 2006).

3-2-1-1- Génes nod

Les plus importants genes contribuant a la formation des nodules sont les génes nod qui
sont des déterminants essentiels de la spécificite (Geurts et al., 2005).
Les génes nod, au nombre de 20 a 30, sont localisés sur des
plasmides bactérien géants. Certains sont responsables de la reconnaissance spécifique de
I’infection racinaire et de la nodulation (Dupuy et Nougier, 2005). Ces genes sont nombreux,
incluent des génes communs, des genes spécifiques de I'hdte a infecter et des génes de
régulation (Broughton et al., 2000 ; Spaink, 2000).

= Les génes nod communs

Les genes nod ABCIJ sont des génes communs retrouves chez la plupart des espéces de
Rhizobium, ils codent pour le squelette chitino-oligosaccharidique des facteurs de nodulation
(Hopkins, 2003). Ces genes sont situés sur un opéron du quel nodABC sont essentiels pour la
nodulation. Ces derniers sont fonctionnellement interchangeables entre les espéces et
nécessaires notamment pour induire le curling et inciter les cellules végetales a se diviser
(Brewin et al., 1992 ; Pelmont, 1995).

= Lesgenes hsn

Plusieurs genes (nodH, nodFE, nodG, nodMN, nodQ etc.) sont généralement spécifiques de
la plante a infecter (Pelmont, 1995 ; Davet, 1996), ils sont appelés les genes hsn (host specific
nodulation). lls ne sont pas nécessairement présents ou fonctionnellement conservés chez tous
les rhizobia (Sharma et al., 1993). Les génes hsn assurent les diverses substitutions des facteurs

Nod (Brencic et Winans, 2005). Leur mutation peut provoquer un retard, une réduction de la
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nodulation ou une modification de leur spécificité d'hote (Debelle et Sharma, 1986 ; Horvath et
al., 1986 ; Cervantes et al., 1989).

= Lesgenes nodD

Le géne nod D est le premier géne nod transcrit lors du processus de nodulation. Sa
transcription se fait de maniere constitutive et I'activation de son produit, la protéine NodD, est
réalisée par les flavonoides (Geurts et Bisseling, 2005). Une fois activeé, le NodD se lie aux sites
régulateurs des opérons porteurs des autres génes nod et active leur transcription (Rolfe et
Gresshoff, 1988).

3-2-1-2- Les génes nif

La synthése de la dinitrogénase est sous la dépendance d’une série de génes connus sous le
terme de génes nif. Ces génes comprennent les génes structuraux de la nitrogénase ; nifH , nifD,
nifK dont nifH code pour la réductase et nifD et nifK pour les polypeptides de la protéine a
cofacteur FeMo. Aussi les génes par exemple, nifB, nifE sont impliqués dans la synthése du

cofacteur FeMo qui est nécessaire pour le fonctionnement de la nitrogénase (In Torche, 2006).
3-2-1-3- Les génes fix

Contrairement aux genes nif, les genes fix sont propres aux fixateurs symbiotiques, sont
impliqués dans les étapes tardives de développement des nodules et/ou lors de la fixation
symbiotique azotée (Earl et al., 1987 ; Brewin et al., 1992 ; Noel, 2009). Les genes fix NOQP
codent pour le cytochrome oxydase, catalysant la régulation de I'oxygene lors de la fixation
d’azote. Les génes fix ABCX, codent pour la synthese des flavoprotéines, nécessaires pour la

fixation de l'azote (Crossman, 2004).
3-2-1-4- Les genes dct

Les génes dct (Dicarboxylate transport genes) egalement propres aux fixateurs symbiotiques
sont nécessaires a l'assimilation par les bactéries des acides dicarboxyliques (succinate, malate)
issus des composés carbonés (glucose, fructose) apportés par la plante au cours de la fixation
azotée. La mutation de ces génes chez les bactéries entraine une faible prolifération des

bactéroides et une déficience de ceux-ci lors de la fixation de l'azote (Dekkiche, 2018).
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3-2-2- Génétique de la nodulation chez la plante

Le développement d’un nodule fonctionnel nécessite la production par les cellules hotes
d’un certain nombre de protéines nommées nodulines en réponses des stimulis provenant des
bactéries symbiotiques. Ces protéines sont codées par des génes NOD localisés dans le génome
des cellules hotes (Hopkins, 2003).

Une distinction est parfois faites entre les nodulines tardifs, qui sont exprimés autour du
début de la fixation de 1’azote, et les nodulines précoces, qui sont exprimés aux étapes initiales
de I’infection et du développement de nodule (Brewin et al., 1992 ; Torche, 2006). Certaines
de ces nodulines sont des enzymes du métabolisme azoté (glutamine synthétase, etc.) ou
carboné (saccharose synthase, etc). La plus connue est une protéine (la globine) qui, associée a
I'neme produit par les bactéroides, constitue la leghémoglobine, protéine fixatrice d'oxygéne.
Cette derniére protéine est indispensable a la fixation du N2 et représente de 10 a 30% des
protéines solubles dans un nodule mature. Par leurs propriétés de fixation de I'oxygene
moléculaire, les lIéghémoglobines contrdlent la concentration en oxygene libre des cellules du
nodule, tout en restant capables d'alimenter en oxygéne la respiration intense des bactéroides
(Ott et al., 2005).

3-3- Substance responsable de la nodulation
3-3-1-Flavonoides

Les flavonoides produits par la plante héte ont longtemps été soupgonnés de jouer un
role direct dans la formation des nodules. Les flavonoides sont des produits de type
polyphénolique du métabolisme secondaire de la plante. Leur structure de base est un squelette
a deux noyaux aromatiques A et B, séparés par un hétérocycle C (Hirsch, 1992). Chaque plante
exsude un mélange de différents flavonoides dont les isoflavonoides qui sont spécifiques des
Iégumineuses (Riah, 2014). En effet, les flavonoides avec leur importante diversité constituent
les premiers signaux de I'ndte qui induisent le mécanisme du chimiotactisme des rhizobia et
déclenchent chez eux I'expression du gene de régulation de la nodulation, (Peters and Verma,
1990 ; Dixon et al., 2002 ; Cooper, 2004), et interagissent avec les protéines NodD qui servent
comme sondes environnementales et activateurs de transcription (Broughton et al., 2000). En
plus a I’induction des génes nod, les flavonoides semblent avoir des réles multiples pendant
plusieurs étapes du developpement du nodule et de la plante (Terefework, 2002), et leur
production est limitée a la zone de prolongation des poils
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racinaires a partir de laquelle la plupart des nodules se développent plus tard (Broughton et
al., 2000 ; Torche, 2006).

Légumineuse

Facteur Nod \
genes zod O
Rhizobium OH
HO

o

o flavonoide

Figure 6 : Dialogue moléculaire entre les deux partenaires symbiotiques implique 1’action
des facteurs Nod (Shultze et Kondorosi, 1998)

3-3-2- Facteurs Nod

L’identification du signal Nod, qui lance le dialogue moléculaire entre les
Iégumineuses et leur rhizobia, est une étape essentielle dans la nodulation. Les signaux Nod,
qui sont généralement connus sous le nom de facteurs Nod sont des molécules
lipochitooligosaccharidiques  (Terefework, 2002) constitués de 3 a 5 résidus
de N-acétyl-D-glucosamine, substituée par une chaine d'acyle au niveau de la glucosamine
terminale non réductrice (Roche et al., 1991b). Les facteurs Nod purifiés provoquent,
spécifiqguement sur les plantes hétes, et a de trés faibles concentrations, des réactions voisines
de celles induites par les rhizobia vivants : déformations de poils absorbants, division des
cellules corticales racinaires et, dans certains cas, formation de nodosités vides de bactéries
(Dénarié et al., 1996).

La biosynthése et la sécrétion des facteurs Nod sont I’expression de genes de
nodulation ou les genes nodABCD codent pour la synthese du noyau lipooligosaccharide de
tous les facteurs Nod, et les genes hsn pour les diverses substitutions des facteurs Nod, le produit
du géne nodC, N-acetyl glucosamyl-transférase permet 1’élongation de la chaine. Le

géne nodB code une N-déacétylase responsable du clivage du résidu N-acétyl de la



Chapitre 02 Interaction symbiotique plantes légumineuses- bactéries

glucosamine terminale non réductrice, permettant ainsi au produit du géne nodA, une N-

acyltransférase, d’y ajouter la chaine d’acide gras (Spaink, 2000 ; D’Haeze et Holsters, 2002).

3-4-Les étapes de la nodulation

L’¢établissement de 1’association symbiotique, la formation des nodules et la fixation de
I’azote sont la conséquence d’une série d’interactions contrdlées par signaux moléculaires entre
la plante et son hote bactérien. L’organogénése des nodosités, depuis 1’infection jusqu’au

développement, est aujourd’hui parfaitement bien connue (Madigan et al., 2007).

3-4-1- Pré-échange de signal d’infection

Le processus de nodulation commence par un échange de signaux entre la plante hote
et la bactérie. En condition de carence en ions d’ammonium (NH4+), les plantes produisent des
flavonoides (molécules signales) au niveau de leurs racines (Patriarca et al., 2004). Ce signal,
une fois pergu par Rhizobium, induit I’expression de genes nod codant pour les enzymes de
synthese de facteurs Nod (lipochitino-oligosaccharides ou LCO) (Dénarié, 2000). Ceux-ci sont
des signaux de nodulation ciblant le programme organogénétique de la plante (Patriarca et al.,
2004).

Les rhizobia différent dans la structure de leurs facteurs de nodulation et constituent un

deuxieme niveau de controle de la spécificité d’hote (Moschetii et al., 2005).
3-4-2-Infection

Les bactéries s’attachent aux racines par I’intermédiaire d’une molécule d’adhésion
spécifique localisée a la surface des cellules, « la rhicadhésine ». Des lectines sont également
impliquées dans I’adhésion mais elles participent a un degré moindre que la rhicadhésine (Perry
et al., 2004). Les bactéries migrent vers 1’extrémité des poils absorbants, s’y fixent et libérent
a leur tour des hormones (acides gibbérellique et indole-acétique) qui assouplissent la paroi
cellulaire (Dupuy et Nougier, 2005). Le Rhizobium s‘appréte alors a entrer dans la plante. Le
facteur de nodulation induira une dépolarisation de la membrane, une fuite d'électrolytes et une
oscillation de la concentration du calcium (Bélanger, 1998). Seuls les jeunes poils absorbants
peuvent étre courbés pour entourer les cellules bactériennes (Machrafi, 2001). En reponse le
poil absorbant secréte une enzyme, « la polygalacturonase », qui fragilise la paroi ; la
pénétration des bactéries est ainsi facilitée (Dupuy et Nougier, 2005). Cette pénétration se fait

par un mécanisme d’invagination (Perry et al., 2004). Les cellules bactériennes entrent par un
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poil absorbant, perdent leur membrane externe et changent de forme, tout en produisant une

cytokinine (sorte d’hormone de croissance) (Pelmont, 2005).

3-4-3- Développement du nodule et maturation des bactéroides

Dans le poil absorbant, des vésicules golgiennes convergent vers le point de contact,
forment un cordon amorphe contenant des mucilages limités par des fibrilles cellulosiques
d’origine végétale ; c’est le filament d’infection (Dupuy et Nougier, 2005). Ce cordon relie les
cellules épidermiques aux cellules corticales. De la, I'organogenése se poursuivra jusqu'a
l'obtention d’un nodule (Bélanger, 1998). Arrivé dans la zone corticale, le cordon se ramifie et
envabhit la presque totalité de la racine. La zone corticale réagit par I’augmentation de taille mais
aussi par la multiplication cellulaire activée par la libération de cytokinines bactériennes ; un
méristéeme se forme ou différencie une excroissance appelée nodule (Dupuy et Nougier, 2005).
La derniere étape de la formation du nodule consiste en un relachement des rhizobia a partir
des cordons d'infection a l'intérieur des cellules corticales suivi de la division et la
différenciation des rhizobia en cellules fixatrices d'azote reconnues sous le nom de bactéroides
(Machrafi, 2001). Une membrane péribactéroidienne enveloppe ces bactéroides (Perry et al.,
2004). Elle protége la plante contre I'ammoniac produit et une pathogeénicité potentielle de la
bactérie, tout en maintenant un gradient d'azote, d'oxygéne et de nutriments nécessaires a la

fixation de I'azote (Bélanger, 1998).
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Figure 7: Différentes étapes de 1’établissement de la symbiose rhizobia-légumineuses (Tortora et al., 2003).
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1- La symbiose mycorhizienne

Au sein de la rhizospheére, certains champignons peuvent établir une relation symbiotique
avec les racines des plantes. Ainsi, en 1885, Albert Bernhard Frank fut le premier a donner a
cette relation symbiotique le nom mycorhize (Batron et Northup, 2011). Le terme de mycorhize
vient de I'association de deux mots grecs, mykes qui signifie champignon et rhiza qui signifie
racine (Fortin et al., 2016).

Les mycorhizes se définissent comme des associations durables impliquant des échanges a
bénéfices réciproques, au sein de structures spécifiqguement mises en place par les partenaires
de la symbiose au niveau des racines des végetaux (Smith et Read, 2008). La fonction du
mycorhize est primordiale dans tout ou partie du cycle de la plante hote, surtout mais non
exclusivement pour la nutrition. Elles favorisent I'absorption par les racines des éléments
minéraux de la mycorhizosphere et améliorent ainsi la nutrition de la plupart des espéces
végétales. En retour, le végétal fournit le carbone nécessaire ; qu’ils sont incapables de tirer
eux-mémes du soleil (sous forme de sucres issus de la photosynthése) a son partenaire fongique
hétérotrophe et chaque partenaire optimise son développement grace a cette symbiose (Fortin
et al., 2016).

Les racines de plus de 80 % des espéces de plantes vasculaires présentent ou sont
susceptibles de présenter des symbioses mycorhiziennes (Tedersoo, 2017). La symbiose
mycorhizienne est donc un phénomene général chez les plantes a 1’exception de quelques
familles comme les Brassicacée, les Caryophyllacée, les Cypéracées, les Juncacées, les
Chénopodiacées et les Amaranthacées qui ne présentent pas d’associations mycorhiziennes

(Duponnois et al., 2013).
1-1- Historique

Les premicres observations microscopiques de mycorhizes de différentes especes d’arbres
sont décrites dés 1840 par Theodor Hartig qui ne reconnait pas la nature fongique des structures
observées. En 1874, Bruchmann renouvelle sur des racines de pin ces premiéres observations
et reconnait la nature fongique du réseau qui enserre toutes les cellules des tissus externes de la
racine. Albert Bernard Frank était le premier a synthétiser toutes les observations de cette
association en prenant d’abord acte de la présence systématique de filaments fongiques a la
surface et a I’intérieur des racines des arbres observés, il a soumis ce fait a [’expérience, et a

démontré de fagon causale le caractére obligatoire et bénéfique pour la plante de la présence
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des champignons et il a conclu que 1’association était nécessaire au bon développement des
jeunes arbres. Ensuite en 1885, Frank a introduit le terme de mycorhize pour désigner les
organes mixtes racines-champignons. En 1886, Robert Hartig approuve et défend la nouvelle
théorie et fait définitivement adopter le nom de Réseau de Hartig en 1’honneur de son pére
Theodor Hartig qui avait le premier décrit cette structure des 1840. Par la suite, tout au long du

XXe siecle, plusieurs chercheurs étudi¢rent d’autres types de mycorhizes (Garbaye, 2013).
2- Type de mycorhizes

Selon le partenaire fongique, il existe plusieurs formes d’association mycorhiziennes. En
effet, sept types de mycorhizes ont été définis, ils se différencient entre eux par des caracteres
systématiques, morphologiques et physiologiques, dont deux prédominants chez les
Iégumineuses : les mycorhizes a vésicule et a arbuscule et les ectomycorhizes (Peterson et
al., 2004) (figure 8).

\ o) LEGENDES :

ECTOMYCORHIZES

'&; ARBUSCULES

V5 SPOROCYSTE REMPU
[(33]  DE SPORES

& VESICULE

o) 77" HYPHES EXTERNES

ECTENDOMYCORHIZES oo g B0 AD & A enpomycormizes

A ARBUSCULES Q% PELOTONS

PELOTONS DIGERES

CYLINDRE CENTRAL
~— ENDODERME

——TISSUS RACINAIRES

ENDOMYCORHIZES | ENDOMYCORHIZES
A PELOTONS A PELOTONS
DES ERICACEAE ET HELIANTHEMES D'ORCHIDACEAE

MANTEAU MYCELIEN

- RESEAU DE HARTIG
MYCELIUM INTERCELLULAIRE

Figure 8 : Les principaux types de morphologie mycorhizienne, représentés sur une coupe transversale de
racine. (a) endomycorhizes a arbuscules ; (b) endomycorhizes a pelotons d’Orchidaceae ; (c) endomycorhizes a
pelotons des Ericaceae et Hélianthémes ; (d) ectendomycorhizes ;(e) ectomycorhize (Le Tacon, 1985).
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2-1- Ectomycorhizes (ECM)

Les ectomycorhizes (du grec ektos : a D’extérieur) sont des champignons qui se
développent essentiellement autour de la racine, sans jamais entrer a I’intérieur de ces derniéres.
IIs forment des associations avec des plantes ligneuses notamment la sylviculture. Ce type
d’association concerne 13 & 15% des plantes vasculaires. 1ls appartiennent majoritairement a la
famille des Ascomyceétes (Truffes, Pezizes...) et des Basidiomycétes (Laccaires, Paxilles,
Hébelomes, Bolets...). Ils se développent de maniére intercellulaire, en effet le mycélium
progresse entre les cellules du cortex racinaire mais ne pénetre pas dans les cellules vivantes
(Debbi et Guerrouche, 2019).

Les ectomycorhizes sont formées par trois composants : un manteau fongique, Les

hyphes constituent le réseau de Hartig et un réseau d’hyphes extra radiculaires (Wang et Qiu,

2006) (figure 8).
2- 2- Endomycorhizes

Les endomycorhizes ou les mycorhizes endotrophes sont différenciés par I'absence de
manteau fongique autour de la racine dont I'aspect extérieur ne varie pas par rapport a une racine
non infectée par le champignon et par la pénétration des hyphes mycéliennes a I’intérieur des
cellules corticales, et par conséquent par 1’absence du réseau de Hartig (Soualmia, 2010).
Celles-ci ne peuvent pas décelées a 1’eil nu ; on les observe sous microscope aprés une
coloration spécifique. Selon la forme que prennent leurs champignons associés et selon le type
de formation intra ou extra cellulaires on distingue ; les endomycorhizes a pelotons d’hyphes
cloisonnés (les endomycorhizes éricoides et les endomycorhizes orchidoides), et les

endomycorhizes a vésicules et arbuscules (Suty, 2015) (figure 8)
2-2-1- Mycorhizes a pelotons

Dans ce type d’endomycorhize, le champignon pénetre dans les cellules de la racine
mais ne forme que trés rarement un réseau intercellulaire. L’infection se propage directement
d’une cellule a I’autre. Ces mycorhizes a pelotons sont essentiellement formés par des
Ascomycetes ou des Basidiomycétes. Ce sont par exemple les mycorhizes des Orchidées ou les
mycorhizes de divers genres d’Ericacées (Calluna, Erica, Gaultheria, Vaccinium) (Dexheimer,
1997).
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2-2-1-1- Endomycorhizes éricoides (ERM)

Les champignons éricoides sont surtout des Ascomycetes (ex : Hymenoscyphus) et rarement
des Basidiomycétes. Ils s’associent avec les plantes de la famille des Ericacées qui se
développent dans divers milieux, trés pauvres en nutriments (Kohout, 2017). Le mycélium
éricoide forme un peloton intracellulaire (Smith et Read, 2008). Les ERM ont de nombreuses
caractéristiques communes avec les ECM et dériveraient
probablement de ces derniéres (Wang et Qiu, 2006). D’ailleurs de nombreuses especes
fongiques formant des ERM sont également capables de former des ECM avec d’autres espéces
vegétales (Kjoller et al., 2010) (figure 8).

2-2-1-2- Mycorhizes d’orchidées

Les mycorhizes d’orchidées sont les partenaires indispensables des Orchidaceae qui
sont toutes, a un stade de leur vie, dépendantes d’une source externe de carbone. Dans ce type
de champignons endomycorhiziens, on trouve les especes Rhizoctonia, Sebacina, Tulasnella et
Russula (ce sont des Basidiomycetes) (Redecker et al., 2000). Les mycorhizes orchidoides sont
caractérisés par la formation des pelotons d’hyphes dans les cellules corticales du tissu de la
racine. De passage, le champignon pénétre dans les cellules exodermiques et les hyphes se
ramifient a travers le tissu cortical par pénétration intracellulaire. Les pelotons s'effondrent au
fil du temps et les cellules peuvent étre colonisées par plus d'un hyphe plusieurs fois (Smith et
Read, 2008) (figure 8).

2-2-2- Endomycorhizes a vésicules et arbuscules

Elles concernent environ 95 % des taxons végétaux a mycorhizes : ligneuses, herbacées,
mousses, fougeres, gymnospermes et angiospermes plusieurs coniferes et la majorité des
plantes a fleurs, mono et dicotylédones. Ce type est non visible a I’ceil nu. Contrairement aux
autres types de mycorhizes, ce sont des champignons aseptés faisant partie de I’ordre des
Glomales (anciennement classé dans les Zygomycetes, il a été place récemment dans un

nouveau phylum : les Glomeromycetes) (Oehl et al., 2016).

Les hyphes des champignons mycorhize a arbuscule (MA) se développent dans le cortex
racinaire ou ils forment des arbuscules intracellulaires et des vésicules. Les champignons
mycorhiziens a arbuscules(CMA) aident les plantes a tolérer les contraintes édaphiques
(Meddich et al., 2015) (figure 8).
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Les structures des endomycorhizes a vésicules et arbuscules définies comme suivantes :
2-2-2-1- Spore

La spore sert d’organe de stockage et de propagation des CMA. Elle germe et donne
naissance a des filaments mycéliens (Bouchet et al., 2005). Elle est produite & I’extrémité d’un
hyphe sporogene ou suspenseur ; structure reliant la spore aux hyphes du mycélium dont la
morphologie est utilisée pour identifier certains genres de CMA, ou a I’intérieur des racines

dans le sol ou encore elles adhérent aux racines du végétale (Souza et al., 2005).
2-2-2-2- Arbuscule

L’arbuscule est 'unité au niveau de laquelle se produisent les échanges entre la plante
hote et le champignon. C'est une ramification latérale des hyphes fongiques dans les cellules du
cortex racinaire ou le champignon pénétre et croit a I’intérieur. La membrane de la cellule hote
s’invagine et enveloppe le champignon, ce nouveau compartiment fournit un contact direct

entre le champignon et la plante (Guissou, 2001).
2-2-2-3- Vésicule

La vésicule est une structure de stockage a paroi fine, a contenu lipidique et apparait

généralement dans les espaces intercellulaires (Limam, 2015).
2-2-2-4- Hyphe extra-radiculaire

L’hyphe extra-radiculaire produit par le champignon mycorhizien a arbuscule est I'un
des organes de propagation et il peut coloniser autre une plante que la plante dont ils sont
issus (Souza et al., 2005).
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Figure 9 : Structures caractéristiques des champignons mycorhiziens arbusculaires. (a) Arbuscules
intercellulaires (b) vésicules intraradiculaires (c) Hyphes intraradiculaires (d) hyphes extraradiculaires (In Hamza
Nabila, 2014)

2-3 - Ectendomycorhizes

Les ectoendomycorhizes présentent a la fois les caractéres structuraux des
ectomycorhizes et des endomycorhizes par la présence du manteau myceélien et le
développement d’hyphes inter et intracellulaires. Cependant elles ont une morphologie
semblable a une ectomycorhize simple. En effet, il y a un manteau fongique mince, un réseau
de Hartig et une formation de pelotons d’hyphes intracellulaires. Ce type de mycorhize a été
observé chez les Arbutacées et les Monotropacées, ils sont formés par des Basidiomycétes
(Cortinarius, Boletus). Et il a été également observés chez d’autres genres tels que Casuarina,

Eucaliptus et Popilus qui sont formées par les Ascomycétes (Peterson et al., 2004) (figure 8).

3- Processus de la mycorhization
3-1- Deéveloppement des hyphes dans le sol

Les premiers hyphes ont deux origines possibles, elles sont issues de la germination d’une
spore ou proviennent de racines mycorhizées qui se trouvent déja dans le sol. Les hyphes issus
de la germination de spores ont une durée de vie tres limitée, elles dépérissent si elles ne
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rencontrent pas rapidement une racine compatible ; ce champignon est en effet un biotrophe
obligatoire, il ne peut pas se développer sans son hote. Les hyphes d’origine racinaire sont des
filaments résultant de 1’activit¢é d’une mycorhization antérieure qui développe son réseau
mycélien dans le but de rechercher des ¢léments nutritifs ou a partir de la conquéte d’autres
racines. Ces hyphes ne sont pas cloisonnés, elles ont une structure coenocytique, les noyaux

sont dans un méme cytoplasme (Pierre, 2012) (figure 10).

Appresso [‘lllmmw.f.w ~y ——
| A
Hyphe —~——~l :

intracellulaire

i‘*ﬂ”;“ﬁ'
Vesicule ﬂj’h T

Hyphe
intercellulaire

Figure 10 : Prolifération des hyphes, formation des arbuscules et des vésicules (Pierre, 2012)

3-2- Rencontre avec la racine

Lorsqu’une racine rencontre au cours de sa croissance, les hyphes du sol, issues d’une
germination récente, les hyphes sont comme attirées, elles viennent se placer le long de la
racine, des contacts s’établissent, de petits gonflements apparaissent ; ils correspondent a des
appressoriums a partir desquels les hyphes vont pénétrer dans la partie externe de la racine en
passant entre les cellules de I’épiderme et du cortex ; les hyphes vont alors pouvoir se
développer, se ramifier, coloniser la racine. Cette communication entre 1’hyphe et la racine est
possible via la libération de la plante a la molécule de strigolactone (le 5-deoxystrigol) en trés
faible concentration pour stimulent 1’activité des mitochondries du champignon qui reprend son

activité métabolique (Pierre, 2012).
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3-3- Prolifération intra-racinaire et la formation des arbuscules

A partir de Dappressorium, I’hyphe va essayer de passer dans les divers espaces
intercellulaires disponibles ; deux types de propagation ont été définis : la propagation linéaire
ou le développement des hyphes s’effectue principalement dans les espaces intercellulaires
longitudinaux ; la propagation en enroulement dans lequel les hyphes ont tendance a s’enrouler,
a suivre un cheminement tortueux lorsque 1’espace intercellulaire disponible est insuffisant.
Quelques jours apres I’entrée dans le cortex, les hyphes vont se ramifier par dichotomie en
donnant des hyphes ayant un diameétre de plus en plus petit ; a partir d’'un hyphe initial.
L’ensemble de ces ramifications prend la forme d’un petit arbre, d’ou le terme d’arbuscule
attribué a cette structure qui est un haustorium particulier. Le mycorhize a arbuscules est devenu
fonctionnelle, le champignon obtient les sucres (glucides) qu’il ne sait pas fabriquer (Pierre,

2012).

3-4- Formation des Vésicules

Apreés le développement des arbuscules, des hyphes commencent a se renfler a certains
endroits de leur parcours ou a leur extrémité pour donner des espaces de stockage qui
permettront la mise en réserve de diverses substances : lipides (corps gras), triacylglycérol
(TAG).... Ces structures appelées vésicules peuvent étre inter- ou intracellulaires (Pierre, 2012).

Figure 11 : Schéma des différents étapes de colonisation des champignons MA (adapté d’aprés Bonfante et
Genre 2010)
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4- La génétique de la mycorhization

Au cours de la symbiose mycorhizienne, la plante permet a un micro-organisme fongique
de pénétrer ses racines jusqu’aux cellules corticales. Ce phénoméne nécessite une
reconnaissance spécifique entre les deux partenaires, la plante devant notamment s’assurer que
le champignon est bien un hdte potentiel et non un pathogene tentant de pénétrer ses racines.
Un dialogue moléculaire entre les champignons mycorhiziens et leurs plantes hétes est donc
nécessaire pour permettre cette reconnaissance mutuelle des deux partenaires. (Gianinazzi-
Pearson, 1996).

4-1- Les signaux émis par la plante : les strigolactones

La capacité des partenaires symbiotiques a se reconnaitre est cruciale pour que ’interaction
puisse débuter. Ainsi une certaine classe d’hormones, les strigolactones, agit comme un signal

pour ces champignons en entrainant des modifications de leur physiologie. (Pauline, 2013).

Les strigolactones sont des molécules organiques de la famille des sesquiterpenes (Figure
5) (Akiyama et Hayashi, 2006). Ces molécules naturelles agissent sur le champignon a tres
faible concentration, jusqu'a 10°3M (Olivier-Godfroy, 2008). Exsudées par les racines, les
strigolactones vont stimuler le métabolisme du champignon, déclencher la germination des
spores et provoquer une augmentation de 1’activité mitochondriale aboutissant a la ramification
des hyphes (Akiyama et al., 2005; Besserer et al., 2006). Il est intéressant de noter que ces
molécules ont également été montrées comme activant de la germination des graines de plantes

parasites des genres Striga et Orobanche (Bouwmeester, et al., 2003).
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Structure de base
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Figure 12 : Structure des strigolactones naturelles : Les strigolactones sont des molécules de la famille des
sesquiterpénes présentant un double cycle aromatique dérivé de 1’indéne (cycles benzénique et cyclopenténique
accolés) et deux cycles lactone reliés par une fonction éther. Tableau : liste des cinq strigolactones naturelles
identifiées. Encadré en rouge : molécule isolée des « branching factors » de L. japonicus (Akiyama and Hayashi,
2006).

4-2- Les signaux émis par le champignon : Les Myc factors

Les facteus Nod produits par les rhizobia induisent de nombreuses réponses dans les
racines des légumineuses. Ces réponses sont responsables de 1’établissement et du
développement de la symbiose Rhizobium-légumineuses. Des mutants de Medicago
truncatula affectés dans la voie de signalisation Nod, se sont avérés incapables d’établir la
symbiose mycorhiziennes a arbuscules, montrant le partage d’une voie SYM commune de
signalisation de deux symbioses. En analogie avec les signaux rhizobiens appelés Nod factors,

les signaux diffusibles fongiques ont été appelés Myc factors. (Genre et al., 2013).

Pendant la croissance en direction de la racine, les CMA libérent des Myc factors qui
induisent la réponse des racines de la plante hote a la symbiose (Bonfante et Requena, 2011 ;
Gough et Cullimore, 2011).

Il semble que le Myc factor est un mélange de lipo-chitooligosaccharides (LCO) sulfatés et
non sulfatés (Figure 6). Il a été démontré qu’en plus de la stimulation de 1’établissement de la
symbiose mycorhizienne a arbuscules, les Myc factors agissent aussi comme des régulateurs de
la croissance des plantes en affectant le developpement des racines. Les Myc factors pourraient
donc déclencher des changements dans 1’architecture racinaire pour augmenter le nombre de

sites colonisés (Maillet et al., 2011).
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Figure 13 : Structures chimiques des lipo-chitooligosaccharides (LCO). a) Structure générale des LCO montrant
les sites des substituants chimiques (R), n’est généralement 1 ou 2. b) Structure des deux Myc-LCO sulfatés ou
non sulfatés majoritaires de Rhizophagus irregularis: LCO-IV (C :16, +/-S) et LCO-1V (C18 :109, +/-S) (Maillet
etal., 2011).

5- L’importance de la mycorhization

L'avantage principal est que les champignons mycorhizien forment un lien critique entre les
racines et le sol. En conséquence, les plantes mycorhizées sont souvent plus compétitives et
plus capables de tolérer des stress environnementaux que les plantes non mycorhizées. (Kuszala
et Gianinazzi, 2010).

5-1- Réle nutritionnel

Le rble de la symbiose mycorhizienne dans la croissance et la nutrition des plantes a été
bien démontré (Dommergues et Mangenot, 1970 ; Gianinazzi-Pearson, 1982 ; Strullu, 1991 ;
Landeweert et al., 2001). Dans la plupart des cas, 1’effet bénéfique des mycorhizes est di a une
amélioration de la nutrition minérale de la plante-hote. L’efficacité de systémes racinaires
mycorhizés est due principalement a une extension de la surface d’absorption et du volume de

sol prospecté grace aux hyphes fongiques (Bouazza-Marouf, 2016).

Le r6le majeur des mycorhizes se situe au niveau de la mobilisation pour la plante
d'éléments nutritifs trés peu mobiles dans le sol tels que P, Zn et Cu (Lambert et al., 1979;

George et al., 1994; Ortas et al., 1996; Liu et al., 2002) mais principalement le phosphore




Chapitre 03 Interaction symbiotique plante légumineuse- mycorhize

(Lambers et al., 2008). En fonction du pH du sol, cet élément se retrouve majoritairement piégé
par le fer, I'aluminium ou le calcium sous des formes difficilement mobilisables pour les plantes
(Hinsinger, 2001).

L’amélioration de la nutrition phosphatée est essentiellement due a une absorption plus
efficace des minéraux primaires grace a une grande exploration du milieu par les hyphes extra-
racinaires (Landeweert et al., 2001). Les hyphes fongiques grace a la production de diverses
enzymes extracellulaires (phosphatase, phytase) sont susceptibles de libérer du phosphore a

partir de composés complexes organiques et inorganiques du sol (Gobat et al., 2003).

5-2- ROle protecteur

Les mycorhizes arbusculaires font partie des écosystemes complexes et ainsi les effets
potentiels sur les interactions de CMA avec les facteurs biotiques par exemple les herbivores
ou les agents pathogénes ont fait I'objet de nombreuses études (Graham, 2001 ; Bennett et al.,
2006). Les CMA tendent a réduire I’incidence des maladies racinaires et protégent les plantes
hotes de certains agents pathogenes (Liu et al., 2007 ; Smith et Read, 2008) comme les
nématodes phytoparasites du genre Meloidogyne chez 1’ Acacia (Duponnois et Cadet, 1994).
Les CMA améliorent aussi la protection des plantes contre les polluants et les protégent contre

les métaux lourds et les hydrocarbures aromatiques polycycliques (Leyval et Joner, 2001).
5-3- ROle écologique

L'établissement de la symbiose permet de favoriser la formation d'agrégats et améliorer
ainsi la structure du sol. La colonisation du sol par le mycélium extra-racinaire et la production
par les hyphes mycorhiziens d'une glycoprotéine, la glomaline, engendrent une meilleure
structuration du sol par la formation d'agrégats beaucoup plus stables (Lovelock et al., 2004;
Rillig et Mummey, 2006). La vie microbienne activée par les CMA influence fortement la

stabilité des agrégats dans une zone dégradée semi-aride (Alguacil et al, 2005).

Les associations mycorhiziennes jouent également un réle clés dans le fonctionnement et la
stabilité des écosystemes terrestres en intervenant fortement dans les relations plante-plante,
améliorant ainsi la productivité et la biodiversité végétales (Van der Heijden et al., 1998; Gobat
et al., 2003 ; Hart et al., 2003). lls favorisent la coexistence entre plusieurs espéces végeétales,
grace a la formation des liens mycéliens, par lequel le carbone, le phosphore et 1’azote sont
partagés entre différentes especes de plantes (Simard et Durall, 2004). Des auteurs ont méme

suggéré une translocation de métabolites via un pont mycélien créé par le réseau d’hyphes
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connectant plusieurs plantes de la méme et d’espéces différentes (Smith et Read, 1997; Yao et
al., 2003 ; Simard et Durall, 2004).
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1 - Les Rhizobactéries favorisant la croissance des plantes

La rhizosphere est le lieu de multiples interactions entre microorganismes et racine, ces
interactions étant bénéfiques, nuisibles, ou neutre pour la plante (Bais et al., 2006). Certains
microorganismes naturellement présents dans les sols sont bénéfiques pour la plante, ce qui
améliore souvent la croissance végétale (Morgan et al., 2005). Ces microorganismes

phytobénéfiques sont de deux types :

e Ceux qui etablissent une relation de symbiose (association a bénéfices réciproques)
véritable avec la plante (Morgan et al., 2005).

e Ceux qui restent a 1’état libre dans le sol, souvent proches ou sur les racines, et parfois
localisées a I’intérieur des racines (endophytes) (Gray et Smith, 2005), et qui établissent
une relation facultative a bénéfices réciproques appelée coopération ou symbiose
associative. Les bactéries PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) ou RFCP
(Rhizobactéries favorisant la croissance des plantes) font partie de ce type de
microorganismes, car elles n’établissent pas une relation de symbiose (mutualiste), mais
favorisent la croissance des plantes auxquelles elles sont associees (Morgan et al.,
2005).

Lorsque des rhizobactéries contribuent a la croissance des plantes, elles sont appelées :
PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et al., 2004). Le terme PGPR a été
introduit pour la premiére fois a la fin des années 1970, lorsqu'il a été démontré, par Kloepper
et Schroth, que des souches de Pseudomonas fluorescens ont amélioré le rendement des cultures
de pommes de terre jusqu'a 500% par la production de sidérophores ; chélateurs de fer, privant
les bactéries pathogenes indigénes de fer (Garcia et al., 2003). Seulement 1 a 2% des bactéries

favorisent la croissance des plantes dans la rhizosphére (Beneduzi et al., 2012).

Les PGPR «Plant Growth-Promoting Rhizobacteria » sont des bactérie qui se développent
dans la rhizosphére, et qui ont un effet positif sur la plante, pour ces effet on les considére
comme rhizobactéries promotrice de la croissance végétale (Dey et al., 2004). Elles
représentent environ 5% des bactéries vivant dans la rhizosphére. Les PGPR sont généralement
des bactéries a Gram négatif. Elles appartiennent a plusieurs groupes taxonomiques :
Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Rhizobium,...
(Coineau Yves, 1995). Ces bactéries sont utilisées en agriculture pour la biofertilisation des sols

en fixant 1’azote atmospheérique qui pourra étre par la suite utilisé par les plantes, améliorant
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leur croissance lorsque 1’azote du sol est limitant (Glick et Bashan Y 1997). Les bactéries non
symbiotiques répondant a cette définition appartiennent a différents genres et especes dont les
plus étudiés sont : Agrobacterium radiobacter, Azospirillum spp, Bacillus spp, Pseudomonas

spp fluorescents (Lemanceau, 1992).

1-1- Quelques bactéries PGPR

1-1-1- Les bactéries du genre Rhizobium

La mise en place d’une interaction non spécifique des Rhizobia avec les racines des plantes
non légumineuses a favorisé les espéces de ce genre de devenir des PGPR, outre leurs activités
fixatrices de I’azote atmosphérique, les Rhizobia contribuent considérablement a I'amélioration
de la disponibilité des phosphates pour la plante par mobilisation de formes organiques et
inorganiques (Saharan et Nohra., 2011). Elles peuvent produire des phytohormones, des
siderophores et de cyanure d’hydrogéne (HCN), avec la capacité de coloniser les racines de
plusieurs types de plantes non légumineuses. Les Rhizobia ont manifesté un grand intérét lors
de leur utilisation comme agents de bio-contr6le (Antoun et Prevost., 2005).

1-1-2- Les PGPR diazotrophes

Les bactéries libres fixatrices d’azote sont utilisées pour la stimulation de la croissance
des plantes. La disponibilité d’une source d’énergie pour I'établissement du processus de
fixation de 1’azote constitue une principale limitation, compensée par le rapproche vers
I‘intérieur de la plante. Azoarcus sp., Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillium sp et
Azotobacter sp forment un groupe bactérien non symbiotique fixateur d‘azote (Ahmad et al.,
2008).

1-1-2-1- Azotobacter

Azotobacter paspali, décrite par Dobereiner et Pedrosa est une bactérie aérobie stricte, non
symbiotique, fixatrice de I’azote atmosphérique, isolée a partir de la rhizosphére de Paspalum
notatum, une herbe tropicale qui possede une grande spécificité d’hbte. Azotobacter paspali
affecte positivement la germination des graines et leur développement, il est noté que
I’inoculation des cultures de blé par ce genre augmente le rendement de 30% (Saharan et Nohra,
2011).
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1-1-2-2- Azospirillum

Les especes d’Azospirillum, isolées a partir des rhizospheres de plusieurs céréales a travers
le monde principalement dans des régions tropicales et tempérées sont utilisées depuis les
annees 1970. Cette bactérie initialement sélectionnée par sa capacité fixatrice de l'azote

atmosphérique et représente un bon candidat PGPR (Antoun et Prevost, 2005).
1-1-2-3- Azoarcus

Azoarcus a gagné une grande attention due principalement a sa grande diversité génétique
et métabolique, divisé en trois genres : Azovibrio, Azospira et Azonexus, qui se différencient
des autres genres par leur capacité de se développer lors de l'utilisation des acides carboxyliques
et de I’éthanol au lieu des sucres avec une température optimale de croissance comprise entre
37 et 42°C (Bendjida et Aouadi, 2019). Azoarcus est une bactérie endophyte du riz et est

considérée comme un modele de bactéries endophytes fixatrices d'azote (Ahmad et al., 2008).
1-1-3- Les bactéries du genre Bacillus

Bacillus forment un genre de bactéries a Gram positif, appartenant a la famille des
Bacillaceae, I’ordre des Bacillales, la classe des Bacilli. Ces bactéries sont capables de produire
des endospores leur permettant de résister a des conditions environnementales défavorables.
C’est le genre le plus abondant dans la rhizosphere, 'activité PGPR de certaines de ces souches
a été connue depuis plusieurs années (Probanza et al., 2002).Elles sont potentiellement utiles
comme agents de lutte biologique et capables de solubiliser le phosphate, produire de acide
indole acétique (AlA), séderophore et antifongique (Nagdrska et al., 2007) .Ces bactéries sont
fréguemment retrouvées au voisinage des racines des plantes ou certaines espéces ont un role

dans la fixation d’azote (Charest et al., 2005).
1-1-4- Les bacteéries du genre Pseudomonas

Pseudomonas appartiennent au  phylum des Proteobacteria, classe des
Gammaproteobacteria, ordre des Pseudomonales. Ce sont des bacilles a Gram négatif, droits
et fins, aux extrémités arrondies, d’une taille moyenne de 2 sur 0,5 pum (Palleroni, 1984). Ces
bactéries sont mobiles gréce a une ciliature polaire monotriche, lophotriche ou multitriche, elles
sont capables d’utiliser de nombreux substrats hydrocarbonés comme sources de carbone et
d’énergie. Les Pseudomonas ont une capacité élevée a coloniser la rhizosphére ainsi que les

racines des plantes, elles sont capables de former des associations intimes avec leurs hotes
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(Hofte et de Vos, 2006), ce qui réduit le nombre de sites habitables pour les microorganismes

pathogenes et par conséquence, leur croissance (Reyes et al., 2004).
1-1-5- L’actinomycéte Frankia

Le microsymbiote Frankia est une bactérie Gram-positive filamenteuse, et non un
champignon comme le pensaient les microscopistes du XIXe siecle. Il s’agit plus précisément
d’un actinomycéte en raison de ses caractéristiques morphologiques et biochimique (Duhoux
et Nicole, 2004).Contrairement aux bactéries fixatrices d’azote comme les Rhizobia, Frankia
peut fixer I’azote atmosphérique a 1’état libre (Pawlowski et Sprent, 2008).Elle a été détectée

dans des sols dépourvus de plantes actinorhizienne (Wall, 2000).

Les plantes susceptibles d’établir une symbiose fixatrice d’azote avec 1’actinomycéte du sol
Frankia sont appelées plantes actinorhizienne, non légumineuses appartenant a huit familles
d'angiospermes (Hocher et al., 2010). La symbiose actinorhizienne est comparable a la
symbiose rhizobienne sur un certain nombre de niveaux, notamment dans la fixation de 1’azote

(Bélanger et al., 2011).

2 - Role des rhizobactéries favorisant la croissance des plantes

Certaines souches de PGPR des genres Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum, Rhizobium
ont récemment été décrites pour leur effet direct positif sur la croissance des plantes et
I"augmentation du rendement de la culture (Vessey, 2003). Les bactéries de la rhizosphere
(PGPR) peuvent améliorer la croissance des plantes par une grande variété de mécanismes par
exemple la solubilisation du phosphate, la production de sidérophores, la fixation biologique de
I’azote, la production des phytohormones, présentant une activité antifongique...etc (Weller et
al., 2002).

2-1- La fixation d’azote (N2)

La fixation biologique de I'azote par les bactéries du sol est considérée comme l'un des
principaux mécanismes par lequel les plantes bénéficient de I'association microbienne (Cherif,
2014). L’ammoniac est rapidement transformé en nitrates par ces bactéries du sol (Benmati,
2014).

L'utilisation de bio-engrais tels que les bactéries fixatrices d’azote peut accroitre la
productivité et constitue une alternative viable qui contribue a réduire la pollution due aux

applications d'engrais chimiques, a préserver I'environnement et a baisser le codt de la
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production (Cherif, 2014). Ainsi, Figueiredo et al. (2008) ont rapporté que, au cours des deux
dernieres décennies, l'utilisation de PGPR pour le développement durable de I'environnement
et de l’agriculture a considérablement augmenté dans plusieurs régions du monde. Les
microorganismes prennent de l'importance dans l'agriculture en favorisant la circulation des

éléments nutritifs.
2-2- La résistance aux pathogénes du sol

Certaines souches de PGPR ont la capacité d’excréter des métabolites actifs contre
différentes bactéries et champignons. Certaines de ces molécules sont de véritables
antibiotiques, qui jouent un rdle important dans |"inactivation des facteurs de germination du
pathogene ou la dégradation de leurs facteurs de pathogénicité comme les toxines (In Hamdi et
Mehaouat, 2018).

2-3- La croissance racinaire

Certaines bactéries ont la capacité de produire des substances régulatrices de la
croissance végétale comme acide indole acétique (AIA), les cytokinines et d’autres, ces
régulateurs permettent a la plante de développer un systéme racinaire (Augmentation du
diameétre et de la longueur des racines) (In Hamdi et Mehaouat, 2018).

2-4- L’amélioration de la qualité du sol

Les microorganismes du sol décomposent la matiére organique soluble et insoluble et

libérent ensuite des éléments minéraux disponibles pour les plantes (Benmati, 2014).
2-5- Induction de Pimmunité

Certaines PGPR peuvent stimuler le systeme immunitaire des plantes et leur permettre
une résistance contre certains virus, les champignons et méme les bactéries pathogénes. Le
phénomene est désigné ISR (Induced Systemic Resistance) ou résistance systémique induite
(Benmati, 2014).
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2-6- Augmentation de la biodisponibilité de certains éléments essentiels

Certaines PGPR produisent des sidérophores permettant la chélation du fer pour étre
ensuite absorbé par la plante ou une enzyme de type phytase permettant la solubilisation des
phosphates (Benmati, 2014).

2-7- Tolérance aux stress

Certaines PGPR produisent des enzymes ACC désaminase (1l-aminocylopropane-1-
carboxylate), qui facilitent le développement des plantes en réduisant leur production
d’éthyléne (Hydrocarbure gazeux incolore). Les PGPR produisant cet enzyme peuvent ainsi
soulager la plante de plusieurs stress causés par des infections, I’absorption de métaux lourds,

une salinité élevée et méme la sécheresse (Macking, 2007).

L’ensemble de ces activités fait des PGPR une alternative biologique et écologique
intéressante a considérer par rapport aux différents produits chimiques de synthése existants
(Benmati, 2014).
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Figure 14 : Les différents roles des PGPR (Macking, 2007).
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3 - Effets des RFCP sur la croissance des plantes légumineuses

Les PGPR interviennent sur la croissance des plantes selon plusieurs mécanismes, de
maniére directe ou indirecte (figure 15). Ces bactéries sont capables de coloniser efficacement
les systemes racinaires et influencent de maniére bénéfique la plante en stimulant sa croissance
et/ou en la protégeant contre des infections par des agents phytopathogenes (Haas et Defago,
2005).
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Figure 15 : Interactions entre les plantes et les bactéries dans la rhizosphére (Khan et al., 2009).
3 -1-Effet direct

Les bactéries PGPR facilitent la croissance des plantes directement en aidant a
I'acquisition des ressources (azote, phosphore et minéraux essentiels) ou par modulation des

niveaux d’hormone végétales (Munees et Mulugeta, 2013).
3-1-1- La fixation de I’azote

L'azote est le nutriment le plus vital pour la croissance et la productivité des plantes. Bien
qu'il y ait environ 78% de N2 dans l'atmosphére, il est indisponible pour les plantes en
croissance. Le N2 atmosphérique est converti en formes utilisables par la plante par la fixation
biologique par les bactéries en utilisant un systéeme enzymatique complexe appelé nitrogénase
(Kim et Rees, 1994).
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Les bactéries fixatrices de 1’azote ont la capacité de récupérer 1'azote atmosphérique et de
le fournir aux plantes par deux mécanismes : symbiotiques et non symbiotiques. La fixation
d'azote symbiotique est une relation mutualiste entre une bactérie et la plante. La bactérie entre
d'abord dans la racine et plus tard sur les nodules de forme dans lesquels se produit la fixation
de l'azote. La rhizobie est un vaste groupe de rhizobactéries qui ont la capacité d’établir des
interactions symbiotiques par la colonisation et forme de nodules racines dans le végétale, dans
le quelle l'azote est fixé a L'ammoniaque et le rendre disponible pour I'hdte (Munees et
Mulugeta, 2013).

3-1-2- Solubilisation du phosphate

Le phosphore et le deuxieme nutriment important limitant la croissance des plantes aprés
I’azote, il est largement disponible dans le sol sous deux forme organique et inorganique (khan
et al., 2009). Il joue un réle pratiquement important dans tous les processus métaboliques
majeurs dans les plantes, y compris la photosynthése, le transfert d'énergie, la transduction du
signal, la biosynthése macromoléculaire et la respiration (Khan et al., 2010). Les plantes sont
incapables d'utiliser le phosphate car 95 a 99% de phosphate présents sous la forme insoluble,
immobilisée et précipitée. Les plantes absorbent le phosphate uniquement sous deux formes
solubles : les ions monobasique (H2POs) et basique (HPO4?) (Govind et al., 2015). La
solubilisation microbienne du phosphate joue un role important dans la conversion du P
insoluble en P soluble. En effet, il a été démontré que certains microorganismes du sol sont
impliqués dans la solubilisation des phosphates insolubles. Ces microorganismes bénéficient
directement du P bio disponible nécessaire pour leur croissance. De méme d’autres organismes
sont en mesure de profiter du P solubilisé, tels que les champignons et les plantes supérieures.
Notons que ces microorganismes produisent des acides organiques et relachent des protons, qui
a travers leurs groupements carboxyliques, chélates les cations fixés aux phosphates insolubles

ce qui permet de les convertir en formes solubles (In Salma, 2015).
3-1-3- Solubilisation du potassium

Le potassium est le troisieme nutriment majeur important pour les plantes. Les
concentrations de potassium soluble dans le sol sont généralement trés faibles et plus de 90%
de potassium dans le sol existe sous forme de roches insolubles et de minéraux de silicate
(Parmar et Sindhu, 2013). En outre, en raison de l'application déséquilibrée des engrais, la

carence en potassium devient I'une des principales contraintes dans la production végétale. Sans
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potassium adequat, les plantes ont des racines mal développées, poussent lentement, produisent
de petites graines et ont des rendements plus faibles (Kumar et Dubey, 2012). Les micro-
organismes des sols jouent un réle clé dans le cycle K naturel et, par conséquent, les
microorganismes solubilisant de potassium présents dans le sol peuvent fournir une technologie
alternative pour rendre le potassium disponible pour I'absorption par les plantes (Rogers et al.,
1998).

3-1-4- La production des sidérophores

Les sidérophores sont des chélateurs de fer synthétisés et sécrétés notamment par les micro-
organismes pour leur permettre de puiser le fer essentiel a leur développement. Ce sont des
molécules de faibles poids moléculaires ayant une trés forte affinité pour I'ion Fe3*. Les
sidérophores sont des peptides capables de former des complexes [sidérophores Fe®*"] qui
permettront d'internaliser le fer nécessaire au fonctionnement de la cellule. Le complexe
siderophore-ferrique qui se lie avec des récepteurs dépendants de la suspension de fer a la
surface de la cellule bactérienne. L'ion Ferrique actif est ensuite relaché dans le cytoplasme
comme ion ferreux. Beaucoup de plantes peuvent utiliser divers siderophores bactériens comme
sources de fer, beaucoup de bactéries productrices de sidérophores appartiennent aux genres
Bradyrhizobium, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia et Streptomyces de la rhizosphere
(Kuffner et al., 2008).

Le siderophore le plus connu est I'aérobactine (figure 16), isolée pour la premiere fois de

Aerobacter aerogenes (Gibson et Magrath, 1969).
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Figure 16 : Structure générale des siderophores citrate-hydroxamate (Gibson et Magrath, 1969).
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3-1-5- La production des phytohormones

Il existe deux sources de phytohormones naturellement disponibles pour les plantes ;
une production endogéne par les tissus de la plante et une exogéne par des micro-organismes
associes. Les PGPR produisent différentes phytohormones comme : Acide indole acétique :
auxines (AlA), lI'acide gibberellique et les cytokinines. Ce sont des petites molécules de signal
produites en tres faible concentration influencant les processus biochimiques, physiologiques
et morphologiques dans les plantes (Han et al., 2005 ; Baca et Elmerich., 2007 ; Kloepper et
al., 2007).

3-1-5-1- L’auxine

C’est la plus importante des hormones de croissance des plantes. Elle est impliquée dans
plusieurs processus : la division cellulaire, la différenciation et la formation de faisceaux
vasculaires, et elle a un effet positif sur l'initiation de la croissance et I’élongation racinaire.
Elle augmente également la ramification des racines et améliore I'absorption de minéraux et
d'eau (Patten et Glick, 2002 ; Ahmad et Kibret, 2013 ; Gupta et al., 2015).

3-1-5-2- Les cytokinines et les gibbérellines

Sont aussi des phytohormones impliquées dans la modification de la morphologie des

plantes et la stimulation de la croissance de la partie aérienne (Van Loom., 2007).

Les Gibbérellines forment le groupe de phytohormones impliqué dans la modification de
la morphologie de la plante par I’extension des tissus, en particulier de la tige. 1ls affectent les
processus de reproduction dans une large variété de plantes et retarde la sénescence des fruits

et des feuilles.

Les cytokinines sont retrouvées dans les racines, les tiges, les feuilles, les fleurs, les fruits
et les graines, mais une forte évidence indique que la racine est le site principal de la biosynthése
de cytokinines (Hopkins, 2003 ; de Salamone et al., 2005).

3-1-5-3- L’éthyléne

L'éthylene est une phytohormone clé qui a une large gamme d'activités biologiques peut
affecter la croissance et le développement des plantes dans un grand nombre de fagons

différentes, y compris la promotion de I'initiation des racines, I'inhibition de I'allongement des
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racines, la promotion de la maturation des fruits, la promotion du flétrissement inférieur, la
stimulation de la germination des graines, la promotion de I'abscission des feuilles, Activation
de la synthese d'autres hormones végétales (Glick et al., 2007). C’est un régulateur impliqué
dans la stimulation de la croissance des plantes a des concentrations modérées. Dans les
conditions du stress (salinité, pollution par les métaux lourd...etc.), la plante augmente la
sécrétion de 1°éthyléne, ce qui induit 1‘inhibition de la croissance des racines (Saleem et al.,

2007).
3-2- Effet indirect

Le principal avantage de l'utilisation des PGPR est la résistance conférée aux plantes
contre les maladies causées par les agents pathogenes. Les rhizobactéries jouent un rle majeur
dans la lutte contre ces agents, ou un large spectre des maladies bactériennes, fongiques et
parasitaires est supprimé via la production d'antibiotiques, compétition (pour les éléments
nutritifs, I’oxygéne et I’espace), I'activation de la résistance systématique induite (ISR) et la
production des enzymes (chitinase, protéase, lipase), cette protection est nommeée biocontréle.
De plus, les PGPR peuvent étre utilisées comme un biofertilisant efficace dans I’amélioration
du rendement des cultures par la production d’enzymes telles que (cellulases, amylases, etc.)
(Lugtenberg et Kamilova, 2009 ; Glick, 2012 ; Tariq et al., 2014).

3-2-1- Effet par compétition

En plus du fait que les PGPR soient compétitives aux autres populations microbiennes
rhizosphériques, elles sont capables de coloniser le maximum d’espace dans la rhizosphére et
d’exploiter ses ressources nutritionnelles et ainsi, participer a la réduction des phyto
pathogenes telluriques par compétition (Lucy et al., 2004). La compétitivité des PGPR est
largement plus supérieure quand elles ont des capacités spécifiques d’assimiler certains
nutriments ou bloquer leur assimilation par les autres microorganismes (Kempf et Wolf,
1989).A titre d’exemple, certaines souches de Streptomycétes et Actinomycetales arrivent a
coloniser la rhizosphére par la séquestration du fer (Tokala et al., 2002), d’autres souches
peuvent synthétiser des enzymes extracellulaires permettant d’utiliser des composés
organiques comme source d’énergie ou a dégrader les phytotoxines (Mccarthy et Williams,
1992).
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En effet, des tests de compétitivité doivent étre pris en considération lors de la sélection
des souches de PGPR, afin de sélectionner celles ayant un pouvoir important de colonisation
de la rhizosphére et /ou le rhizoplan des plantes inoculées (Whipps, 2001).

3-2-2-Effet par antibiose

La production et la libération des molécules qui tuent ou réduisent la croissance des
pathogénes cibles est le mécanisme le plus efficace par lequel les microorganismes peuvent
contréler les maladies des plantes (Harman et Shoresh, 2007). Il consiste a produire des
antibiotiques efficaces contre I’agent pathogene par I’agent antagoniste. Ces molécules
bioactives sont des métabolites secondaires a faible poids moléculaire tels que les antibiotiques
comme I'amphicine, le 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG), cyanure d‘hydrogéne (HCN) et la
phénazine qui agissent comme des facteurs contre 1’attaque des pathogenes (Corbaz, 1990 ;
Babalola, 2010).

3-2-3- Induction d’un systéme de résistance

Les PGPR peuvent déclencher chez la plante un phénomeéne connu sous le nom d’induction
de la résistance systémique qui est phénotypiquement similaire a la résistance systémique
acquise qui se produit lorsque la plante active ses mécanismes de défense en réponse a une
infection par un agent pathogéene (Abdesslam et Latache, 2017). Les plantes inoculées avec des
PGPR peuvent également fournir une résistance systémique contre un large éventail de
pathogeénes végétaux. Les maladies d'origine fongique, bactérienne et virale et, dans certains
cas, méme les dommages causés par les insectes et les nématodes peuvent étre réduits apres
I'application de PGPR (Naznin et al, 2012). Ils conférent a la plante un certain degré de
protection a des attaques ultérieures par un phytopathogene via la stimulation de mécanismes
de défense systémique. Cette « immunité » s’initie suite a la perception par la plante de

molécules dites « élicitrices » produites par le microorganisme bénéficiaire (In Cherif, 2014).
3-2-4- Effet phytoprotecteur des Sidérophores

Les PGPR, notamment du genre Pseudomonas, sont connues pour leur faculté de
produire des sidérophores dans le milieu. Ce sont des substances chélatrices du fer, avec une
grande affinité au fer ferrique (Fes+). Elles améliorent sa disponibilité a leur profit en cas de
carence du sol et rendent difficile son assimilation aux autres populations microbiennes

déficientes en cet élément. Ce phénoméne est un aspect de compétition qui participe
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efficacement a I’antagonisme contre les agents phytopathogénes en réduisant leurs effectifs
dans le sol. En outre, la plante peut facilement assimiler les complexes de sidérophores et ainsi
promouvoir sa croissance Les sidérophores peuvent fixer aussi d’autres métaux dans le sol tels
que le magnésium, le manganése et le chromium. D’aprés d’autres études, les PGPR

peuvent extraire le fer des sidérophores formés par d’autres microorganismes (Kirdi, 2011).
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Figure 17 : Promotion de la croissance des plantes par les PGPR (Kumar, 2011).

4 - Solubilisation du phosphore par les RFCP

4-1-Le phosphore dans la nature

Le phosphore est un élément nutritif indispensable pour le monde vivant, c'est un élément
prélevé en plus faible quantité par les plantes en comparaison avec l'azote et le potassium, par
contre il est d'une extréme importance pour la nutrition des plantes et la production de biomasse
(Holford, 1997).

La disponibilité du phosphore influe fortement le processus par lequel les organismes
photosynthétiques fixent le carbone inorganique au niveau de la biomasse cellulaire. Par
conséquent, la connaissance du cycle du phosphore est tres importante pour la compréhension
du bilan global du carbone ainsi que les différents cycles biogéochimiques. La flore
microbienne du sol a un réle essentiel dans le cycle du phosphore, car elle établit un lien entre

le réservoir de cet élément dans I’environnement vivant et non vivant (Holford, 1997).
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Certains microorganismes facilitent, en effet, 1’altération, la minéralisation, et la
solubilisation des différentes formes de phosphore, rendant 1’ortho phosphate a la disposition
des communautés microbiennes et végétales. Le mécanisme de participation microbienne dans
ces processus varie d’un mécanisme passif a un mécanisme tres actif. Le cycle du phosphore
englobe de nombreux réservoirs environnementaux vivants ou non vivants ainsi que différentes
voies de transport (Holford, 1997).

En suivant le mouvement du phosphore dans I’environnement, 1’interaction entre le
processus physique et biologique devient apparente. En effet, en plus d’agir comme des
réservoirs de phosphore dans I’environnement, les microorganismes contribuent a la
transformation du phosphore dans les autres réservoirs, comme dans le sol ou dans les
environnements aquatiques environnants. Le phosphore est un élément peu mobile dans le sol
(Holford, 1997).

Dans la croite terrestre, ’abondance du phosphore est de 0.04 a 0.12%, dont la majeure
partie est sous sa forme inorganique minérale phosphatée et d’autres composés contenant du
phosphore organique. Dans les sols, le phosphore inorganique est généralement associé a
d’autres composés comme le Ca, Fe et Al dont chacun a des caractéristiques de solubilité unique
qui détermine la disponibilité des phosphates pour la plante. Il faut noter que la mobilité et la
biodisponibilité des phosphates dans les sols sont principalement limitées par 1’adsorption
(c’est-a-dire I’adhésion physique ou les liaisons des ions phosphatent sur les surfaces d’autres
molécules) et I’importance de la flore microbienne qui va transformer le phosphore sous sa

forme organique (Hamdi et Mehaouat, 2018).

Les plantes, en interagissant avec les microorganismes du sol, peuvent largement modifier
I’environnement au voisinage des racines, c'est-a dire la rhizosphére qui est une zone « bio-
influencée » par la plante, a la base du concept de « biodisponibilité ». La biodisponibilité du
phosphore dans le sol peut ainsi varier considérablement d‘une espéce végétale a 1‘autre selon
ses capacites a modifier elle-méme la disponibilité de Pi ou via les organismes naturellement

présents dans sa rhizosphére (figure 18) (Bendjida et Aouadi, 2019).
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Figure 18 : Cycle simplifié du P montrant la répartition des différents stocks de P du sol (Bendjida et Aouadi,
2019).

4-2- La Solubilisation du phosphate

Aprés 1’azote, le phosphore est 1’élément le plus limitant pour les plantes qui sont capables
seulement d’absorber ses formes solubles mono- et dibasiques (H.POs-, HPO4?) est présent
sous forme de composés métalliques liés au fer, a I’aluminium, ou au silicium dans les sols
acides ou avec le carbonate de calcium dans les sols alcalins, Les composes phosphatés
insolubles peuvent étre solubilisés par des acides organiques et une grande variété des enzymes
phosphatases produites par des plantes et des micro-organismes. Parmi les bactéries possédant
cette activité, les actinomycetes occupe une place de choix (Hamdi et Mehaouat, 2018).

La solubilisation microbienne du phosphate joue un réle important dans la conversion du P
insoluble en P soluble. En effet, il a été démontré que certains microorganismes du sol sont
impliqués dans la solubilisation des phosphates insolubles. Ces microorganismes bénéficient
directement du phosphore biodisponible nécessaire pour leur croissance. De méme, d’autres
organismes sont en mesure de profiter du phosphore solubilisé, tels que les champignons et les
plantes supérieures. Notons que ces microorganismes produisent des acides organiques et
relachent des protons, qui a travers leurs groupements carboxyliques, chelatent les cations fixés
aux phosphates insolubles ce qui permet de les convertir en formes solubles (mono et
dibasiques) (Mackey et Paytan, 2009).
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La solubilisation du phosphore est un processus complexe, qui est influencé par divers
facteurs tels que la richesse nutritionnelle du sol, I'état physiologique et la croissance de la
bactérie du sol (Reyes et al., 1999).

Un certain nombre de théories ont été proposées pour expliquer le mécanisme de la
solubilisation du phosphore inorganique par Rhizobium, et les plus importantes d'entre elles
sont la théorie de la production d'acides organiques et de la théorie des enzymes. Selon la
production d'acides, le processus de solubilisation du phosphate par les bactéries solubilisant le
phosphore (BSP) est due a la production d'acides organiques a faible poids moléculaire qui a
été accompagnée par l'acidification du milieu, (Goldstein, 1995) et ces acides organiques
peuvent chélater les cations avec leur groupes carboxyle et hydroxyle (Kpomblekou et
Tabatabai, 1994). L'analyse des filtrats a montré la présence de nombreux composés organiques
tels que l'acide malique, glyoxylique, succinique, fumarique, tartrique, acide butyrique céto

alpha, oxalique, citrique, I'acide 2- cétogluconique et gluconique (Kim et al., 1997).

Gerretsen (1948) a montré que les rhizobia pourraient augmenter la nutrition phosphorique
des plantes par I’augmentation de la solubilité de Ca-phosphates. Leur solubilité augmente avec
une diminution du pH du sol. La solubilisation du phosphate est le résultat de I'effet combiné
de la diminution du pH et de la production biologique des acides (Fankem et al., 2006). La
sécrétion de différents types d'acides organiques, par exemple carboxylique et I’abaissement du
pH rhizosphérique dissocient les formes liées au phosphate comme Cas (POs) (Deubel et
Merbach, 2005).

5 - Utilisation des RFCP dans I’agriculture

Les pressions sociales en vue de diminuer I'emploi des pesticides en agriculture accentuent
la demande pour des produits biologiques aptes a contrer les pathogenes des plantes. 1l devient
donc important de développer différentes méthodes de lutte biologique par l'utilisation
d'organismes naturels ou modifiés génétiquement, ou le produit de leurs génes, et ce, afin de
réduire les effets d'un organisme néfaste et de favoriser les organismes utiles tels les cultures,

les arbres, les animaux et les insectes et microorganismes bénéfiques (Beauchamp, 1993).

En effet, pres de 5% des rhizobactéries connues sous le terme RFCP, favorisent la
croissance des plantes et les protegent contre les agents pathogenes tels les bactéries, les

champignons (Suslow 1982; Weller 1988) et les nématodes (Kloepper et al. 1992), stimulent
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directement la croissance de celles-ci en augmentant le prélevement des éléments nutritifs du
sol, en induisant et produisant des régulateurs de croissance végétale et en activant les

mécanismes de résistance induite chez les végétaux (Beauchamp, 1993).

Les RFCP stimulent indirectement la croissance des végétaux par leur effet antagoniste sur
la microflore qui leur est néfaste, en transformant les métabolites toxiques et en stimulant la
nodulation des Iégumineuses par les rhizobia. Les effets antagonistes des RFCP impliquent la
production d'antibiotiques et la compétition nutritionnelle avec les pathogenes végétaux.
L'établissement de l'association RFCP-plante est primordial pour I'expression des effets
bénéfiques aux plantes. Aussi I'emploi des RFCP modifiés génétiquement ou non peut
permettre de diminuer l'utilisation des pesticides, ce qui devrait encourager les efforts de
recherche dans ce domaine. Des combinaisons de RFCP ayant des modes d'action différents et

colonisant différents sites racinaires doivent étre étudiées (Beauchamp, 1993).
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1- Les microorganismes phytopathogenes

Avant d’envisager une lutte contre une maladie de plante, il est nécessaire d’identifier le
pathogene responsable et de connaitre son écologie, son cycle de développement et ses modes
de dissémination et de maintien dans I’environnement. La créte de croissance et d'infectiosité
d'un agent pathogéne s'observe a l'intérieur d'une fourchette de températures précise. En dehors
de cette fourchette, les agents pathogenes se multiplient beaucoup plus lentement (Inra, 2011).

On peut classer les agents pathogénes comme suit

1-1- Virus et viroides

Ce sont des parasites intracellulaires stricts. Leur acide nucléique (ADN ou ARN) mono ou
bicaténaire, circulaire ou linéaire, de polarité positive ou négative. Le génome peut étre divise
et permet I'expression de protéines non structurales pour la réplication virale et le mouvement
de cellule a cellule et de protéines structurales (capside). Les infections virales provoquent de
nombreux types de symptdmes (nanisme, chloroses, nécroses, mosaiques, rabougrissement,
jaunisses, ...) qui sont parfois exploités en horticulture pour leur propriétés ornementales
(zébrures, taches sur feuilles et pétales de variétés horticoles). Les symptdmes sont souvent
insuffisants pour identifier le pathogene car ils dépendent du milieu de la variété de plante, et
de la souche virale. En général, I'appel a des tests sérologiques et moléculaires est souvent
nécessaire pour compléter les identifications biologiques sur plantes indicatrices. Sur plante
hote, le passage du virus de cellule a cellule se fait par les plasmodes et le transport dans la
plante entiere, s'il existe, utilise le systeme vasculaire. La transmission des virus se fait par
contact physique (greffe, blessure) ou par des vecteurs insectes, champignons, nématodes) selon
un mode persistant ou non, avec une grande spécificité. Exemple de maladies : Mosaique du
tabac, du concombre, sharka (péchers, pruniers, abricotiers.) [2].

Les viroides sont des parasites intracellulaires stricts constitués d’/ARN mono caténaire sans
capacité codante, sans propriété antigénique. Les viroides induisent des nanismes, des
déformations, des dépérissements. Leur identification n'est possible que par hybridation
moléculaire. Leur transmission est essentiellement mécanique et certains insectes peuvent
éventuellement servir de vecteur sans spécificité. Exemple de maladies : Cadang-Cadang du
cocotier (Cadang-cadang coconut viroid CCCVd). Tubercules en fuseau de la pomme de terre
(Potato spindle tuberviroid PSTV) [2].
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1-2- Bactéries

Organismes  procaryotes, leur génome est porté par un chromosome
appelé nucléoide et par des plasmides pouvant étre transmis horizontalement
entre individus d'especes identiques ou non (transmission de genes de résistance). Les
plasmides portent parfois les genes impliqués dans l'interaction du pathogéne et de la
plante (Agrobacterium, Rhizobium, Pseudomonas). Les mécanismes de pathogénése sont trés
variés : synthése de toxines (certaines Corynébactéries), d'antibiotiques. Les infections
bactériennes provoquent des symptomes variés (dépérissements pourritures, tumeurs, nécroses,
chancres, flétrissements) et leur identification repose sur l'isolement et I'observation en
microscopie (morphologie, Gram, présence de flagelles...etc), les tests biochimiques,

sérologiques et moléculaires (hybridation, PCR ...etc) (Khessib et Kedjadja, 2013).

Six genres bactériens sont principalement impliqués dans les maladies des plantes parmi ces

genresona:

Agrobacterium: galle du collet (crown gall) (A. tumefaciens) chevelu racinaire (hairy root)
(A. rhizogenes) [2].

Erwinia : feu bactérien des pomoides (E. amylovora), flétrissement des cucurbitacées (E.
tracheiphila), jambe noire de la pomme de terre (E.carotovora subsp atroseptica) [2].

Pseudomonas : nécroses sur arbres fruitiers (Burkholderia, Comamonas, Pseudomonas.
Ralstonia, P. syringae) [2].

Xanthomonas : nécrose bactérienne de la vigne (X. ampelina), pourriture noire du chou ou
chancre des agrumes (X. campestris) [2].

Streptomyces : gale commune de la pomme de terre (S. scabies) [2].

Corynebacterium: (Clavibacter, Corynebacterium, Curtobacterium, Rhodococcus)

croissance anormale (C. fascians) [2].
1-3-Champignons

Ce sont des eucaryotes présentant une trés grande variété taxonomique du fait de
I'organisation complexe de I'appareil végétatif et de leur mode de reproduction. Les symptdmes
observés sont multiples, variés et atteignent tous les organes du végétal : pourritures, nécroses
des fleurs, des fruits, des tiges, des feuilles ; chancres sur les tissus de protection ;
dépérissements, flétrissements des vaisseaux du bois. Les champignons sont responsables de

70% des pathologies végetales (Selosse et Gibert, 2011).
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Maladies importantes : Ergot de seigle (Claviceps purpurea), mildiou de la pomme de terre
(Phytophthora infestans), graphiose de I'orme (Ceratocyctis ulmi), rouilles (Puccinia), charbon
(Ustilago), Oidium (Erysiphe) des céréales, tavelure (Venturia) des arbres fruitiers et chancre

du chataignier (Endothia parasitica) [2].
1-4- Protozoaires

On connait quelques protozoaires phytopathogénes qui appartiennent au genre Phytomonas
et provoquent des maladies en zone tropicales (flétrissement létal du cocotier, nécrose du

phloéme du caféier) (Nyengani, 2008).
1-5- Nématodes

Ce sont des eucaryotes pluricellulaires. Leur sécrétions salivaires dans les tissus veégétaux

sont responsables de nécroses, déformations, tumeurs (Nyengani, 2008).
2- Reconnaissance de I’agent pathogéne

La reconnaissance des agents pathogenes chez les plantes fait intervenir deux types
de perception. Le premier type de reconnaissance non race spécifiqu et le deuxiéme qui est
race spécifique. Ces deux mécanismes de reconnaissance constituent les deux branches du

systéme d’immunité inné chez les plantes (Jones et Dangl, 2006).
2-1- Reconnaissance non spécifique

La reconnaissance non-spécifique est méditée par des éliciteurs dits non spécifiques
ou généraux. Le terme éliciteur a été initialement utilisé pour décrire les molécules
capables d’induire la production des phytoalexines (Keen, 1975), il est maintenant utilisé
pour I’ensemble des molécules qui induisent des réactions de défense chez les plantes
(Montesano et al., 2003).

2-2- Reconnaissance spécifique

Basee sur le concept géne-pour-gene. Ce concept a été développé pour la premiere fois par
(Flor, 1955), il indique que la présence simultanée et specifique d’un géne de résistance dans le
génome de la plante et d’un géne d’avirulence correspondant dans celui du parasite conduit a

une résistance spécifique (Cazaux, 2009).
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3-Immunité des plantes

Dans leur environnement, les plantes sont confrontées a des agressions par des insectes, des
nématodes, des virus et des microorganismes pathogenes incluant des bactéries, des
champignons et des oomycetes. Suivant les études, on estime qu'a I'échelle mondiale les pertes
avant et apres récolte dues a ces maladies avoisinent 30%. Comprendre les mécanismes sous-
jacents au pouvoir infectieux de ces agresseurs ainsi que la résistance des plantes a ceux-ci

constitue un enjeu majeur en agriculture (Hervé, 2018).
3-1- Perception de I'agent pathogéne
3-1-1- Les signaux de danger

Les plantes ont acquis la capacité de percevoir la présence de 1’agent pathogene via la
reconnaissance de molécules issues de ces derniers appelés PAMP (pathogen-associated
molecular patterns). De plus, elles reconnaissent des molécules endogenes produites suite a
I’action d’enzymes hydrolytiques des agresseurs et appelées DAMP (damage-associated
molecular patterns). Les PAMP et les DAMP sont communément appelés éliciteurs de
réactions de défense ou stimulateurs des défenses naturelles (SDN) car ils peuvent stimuler la

réponse immunitaire chez les plantes (Hahn, 1996).

Les éliciteurs sont de nature chimique variée et incluent en particulier des glycoprotéines,
des peptides, des oligosaccharides et des lipides (figure 19). Les réponses de défense
déclenchées plus spécifiqguement par la reconnaissance des PAMP et des DAMP sont appelées
PTI (PAMP-triggered immunity) (Boller et Felix, 2009 ; Nurnberger et al., 2004).
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Figure 19 :Différents signaux de danger reconnus par la plante (Hervé, 2018).

La reconnaissance des PAMP et des DAMP se fait via des récepteurs appelés PRR (pattern
recognition receptor), situés au niveau de la membrane plasmique des cellules. Il existe deux
types de PRR : les RLK (receptor-like kinase) et les RLP (receptor-like proteins). Les RLK et
RLP possédent tous les deux un domaine extracellulaire impliqué dans la liaison au ligand, mais
different dans leur domaine intracellulaire. En effet, contrairement au RLP, le domaine

intracellulaire des RLK présente une activité protéine kinase (Macho et Zipfel, 2014).
3-1-2- Les geénes d’avirulence (Avr)

Les genes d’avirulence codent des protéines qui possedent une activité élicitrice spécifique
aux cultivars de plantes qui possédent les récepteurs race-spécifique correspondants
(Montesano et al., 2003). Les protéines d’avirulence peuvent étre considérées comme des
effecteurs par leur role dans le pouvoir pathogéne du microorganisme (Ellis et al., 2007; Gohre
et Robatzek, 2008). De nombreux génes d’avirulence ont été isolés chez les champignons, les
bactéries et les virus et les oomycétes (Catanzariti et al., 2007; Ellis et al., 2007; Gohre et
Robatzek, 2008).

Dans le cas des bactéries, elles sont injectées directement dans le cytoplasme des cellules

végétales grace au systeme de sécrétion de type Il (Espinosa et Alfano, 2004).
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3-1-3- Les Geénes de résistance R

Les plantes possédent des protéines de résistance R jouant un role essentiel dans I’ETI. Ces
protéines, principalement intracellulaires, sont impliquées dans la reconnaissance directe ou

indirecte des effecteurs (Van Ooijen et al., 2007 ).

La plupart des protéines R présente des domaines LRR et NBS (nucleotide-binding site), ce
dernier conférant la capacité de fixer et I’hydrolyser ’ATP. Cette hydrolyse est a ’origine de
changement de conformation permettant I’activation d’événements de signalisation cellulaire

nécessaires a la mise en place des réponses de défense (Takken et Tameling, 2009).
3-2-Transduction du signal

La perception de I’agent pathogene va conduire a I’activation d’une cascade de signalisation
intracellulaire (Boller et Felix, 2009). Les événements de signalisation cellulaire précocement
induits suite a la reconnaissance du microorganisme sont plus généralement étudiés via les
éliciteurs et restent encore a deétailler dans le cas des effecteurs (Zhao et al., 2005 ; Hofius et
al., 2007). Parmi ces événements figurent des modifications de la perméabilité de la membrane
plasmique manifestées par des influx de Ca?+, des efflux de K+ et d’anions, en particulier de
Cl- ou NOs- (Garcia-Brugger et al., 2006). Les flux calciques et anioniques déclenchent une
dépolarisation de la membrane plasmique dont ’amplitude et la cinétique dépendent de la
nature de 1’éliciteur (Garcia-Brugger et al., 2006). Ces flux d’ions peuvent agir en amont
d’autres événements cellulaires, en particulier une production de monoxyde d’azote (NO) et de
FAO, telles que Oa.- et H202, ainsi qu’une cascade de phosphorylation impliquant des protéines
kinases de type MAPK (mitogen-activated protein kinase) et des CDPK (Cax+-dependent
protein kinases). La mobilisation de ces acteurs conduit a [’activation de facteurs de
transcription concourant a une reprogrammation du transcriptome et ainsi a la mise en place de
réponses de défense via I’expression des genes appropriés. Ces mécanismes cellulaires sont
observés dans différents modeles comme la perception de la flagelline par A. thaliana (Gomez-
Gomez et Boller, 2002) ; I’¢licitation du tabac par la cryptogéine (Garcia-Brugger et al., 2006)
; les lipopolysaccharides, les sidérophores et les flagelles de Pseudomonas putida et

P.fluorescens (Van Loon et al., 2008).
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3-3- Les réponses de défense

La transduction du signal, qui fait suite a la reconnaissance de I’agent pathogene (PTI et
ETI), méne & une réponse de défense de la plante. Cette réponse nécessite une reprogrammation
de I’expression de genes communément appelés genes de défense. Les réponses de défense
incluent principalement le renforcement de la paroi et la synthése de composes antimicrobiens,
I'intervention des protéines PR (pathogenesis-related), la mise en place de la réponse
hypersensible et d'une résistance systémique acquise (Hervé, 2018).

3-3-1- Renforcement de la paroi et synthése de composés antimicrobiens

Le renforcement de la paroi au site d’infection constitue une réponse de défense autorisant
une résistance physique plus forte de la paroi a la pression mécanique, limitant ainsi la
progression de 1’agent pathogeéne. Ce renforcement passe par le dépdt de lignine et de callose
(Huckelhoven, 2007; Trouvelot et al., 2008). En particulier il a été montré que la production de
H>0: était nécessaire a la lignification. L’H20- est également impliqué dans la formation de
réticulation oxydative entre les protéines riches en proline, les rendant plus résistantes aux
enzymes protéolytiques synthétisées par les agent pathogénes (Bradley et al., 1992). En plus du
renforcement pariétal, les réponses de défense peuvent cibler directement et inhiber des
enzymes hydrolytiques sécrétées par le microorganisme pathogéne qui ont pour but de dégrader
la paroi végétale (De Lorenzo et Ferrari, 2002).

3-3-2- Les protéines PR (pathogenesis-related)

Les protéines PR sont produites en réponse & de nombreux pathogénes chez un grand
nombre d’espéces végétales comme la tomate, le tabac, le persil, I’orge ou encore Arabidopsis
thaliana (Van Loon et al., 2006). Les protéines PR possedent des roles biologiques divers et
sont classées en 17 familles selon leurs propriétés biochimiques. La plupart possedent des
propriétés antimicrobiennes et agissent au travers d’activités hydrolytiques, se traduisant par la
dégradation de la paroi du pathogene ou par une toxicité vis-a-vis du pathogene (Van Loon et
al., 2006).

3-3-3- La réponse hypersensible (HR ; hypersensitive response)

La HR est une mort cellulaire programmeée qui est observée plus particulierement dans le

contexte de I’ETI, bien que des PAMPs telles que certaines élicitines peuvent également la
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déclencher. Elle est caractérisée par une mort cellulaire localisée au site d’infection, les zone

de lésions apparaissant quelques heures apres l'interaction (Heath, 2000).
3-3-4- La résistance systémique acquise (SAR)

L'efficacité des défenses de la plante est fonction, en plus de la reconnaissance de I'agent
pathogene, de la rapidité et de l'intensité des réponses cellulaires conduisant a la résistance
(Conrath et al., 2002).

Apreés une infection par un agent pathogene, une seconde forme de résistance peut s'établir
dans I’ensemble de la plante : la SAR. La SAR n’est pas spécifique a I’agent infectieux initial
mais, au contraire, confére une protection des tissus non infectés de la plante contre un large
spectre de microorganismes pathogenes (Singh et al., 2017). Cette protection peut durer jusqu'a
plusieurs semaines (Durrant et Dong, 2004).
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Figure 20 : Représentation schématique des différentes barriéres de défense impliquées Spécifique (Cheval,
2013).
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4-Mécanisme d’infection et de résistance aux bactéries

La dynamique épidémique des maladies bactériennes se traduit par plusieurs évenements
qui constituent le cycle infectieux de base : phase de conservation de I’inoculum, la phase

d’infection et la phase de dispersion (Khessib et Kedjadja, 2013).

4-1- La phase de conservation

Les bactéries peuvent se conserver entre deux phases d'infection dans des débris végétaux
(malades ou résidus de culture), dans des chancres ou bien dans les semences. Pour un bon
nombre d'espéce et notamment d'organismes de quarantaine, les semences constituent d'ailleurs

le principal acteur de la dissémination longue distance (Jourdan, 2008)
4-2- La phase d’infection

L’infection se fait le plus souvent de fagon aléatoire en utilisant des ouvertures naturelles
comme les stomates, les lenticelles, les hydathodes ou par les blessures occasionnées par des
insectes phytophages ou lors de tailles. Le sol et la rhizosphére constitue un milieu de survie
pour de nombreuses bactéries phytopathogénes (Jourdan, 2008).

Le comportement nécrogéne repose essentiellement sur la capacité de certaines bactéries a
élaborer un systeme de sécrétion de type Il (T3SS) et a injecter, au moyen de ce systeme de
sécretion, des effecteurs protéiques dans I'apoplaste ou dans le cytoplasme des cellules hétes.
Ces effecteurs perturbent le métabolisme des cellules hétes et provoquent d'une fagcon ou d'une
autre leur mort ; mort qui permet le relargage de composés dans I'apoplaste permettant aux
bactéries présentes dans les espaces intercellulaires de s'entourer d'un environnement riche,

favorable a leur croissance (Mazurier, 2012).

Les agents nécrogenes ne sont pas des nécrotrophes ! Ils provoquent la mort des cellules
hdtes mais ne se multiplient pas dans les tissus en décomposition. Certaines bactéries
nécrogenes utilisent également des toxines telles que la coronatine (Pseudomonas syringae pv.
Tomato, agent de la moucheture de la tomate) ou la phaseolotoxine (Pseudomonas savastanoi
pv phaseolicola, agent de la graisse a halo du haricot) (Viollet, 2010). Parmi les bactéries
nécrogenes se situent également des espéces appartenant au genre Xanthomonas, Ralstonia et

Erwinia amylovora, agent du feu bactérien (Khessib et Kedjadja, 2013).
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Les bactéries oncogénes, I'espece type est Agrobacterium tumefaciens, responsable de la
galle du collet d'un grand nombre d'especes vegétales, principalement dicotylédones. Cette
bactérie est capable de modifier génétiquement les plantes qu'elle infecte. En effet, elle dispose
d'un systéme moléculaire lui permettant de transférer un grand fragment d'ADN (appelé T-
DNA, pour transfert-DNA) contenant plusieurs genes présent sur I'un de ses plasmides (appelé
plasmide Ti, pour tumor-inducing) vers I'ADN genomique de la plante (Mazurier, 2012). Ce
transfert est assuré par un systeme de sécrétion de type IV complexe. Le TDNA originel
contient des genes codant des enzymes impliquées dans la synthese d'auxines et de cytokinines,
des hormones végétales et de substrats particuliers, les opines. L'expression de ces genes
provoque des déreglements hormonaux dans les tissus infectés qui se mettent a proliférer pour
former une tumeur. Cette tumeur constitue une niche favorable a la multiplication de la bactérie
(Mazurier, 2012).

4-3- La phase de dispersion
Tous les moyens sont bons :

e Lapluie joue unrole tres efficace dans la dispersion de bactéries présente sur les feuilles
ou sur le sol (Khessib et Kedjadja, 2013).

e Les exsudations bactériennes muqueuses peuvent sécher et se transmettre par le vent
(Khessib et Kedjadja, 2013).

e Les insectes pollinisateurs peuvent transmettre les bactéries quand celles—ci attaquent
les fleurs (cas du feu bactérien chez les poiriers). Les insectes piqueurs jouent le role de
vecteurs des bactéries qui vivent dans les tissus conducteurs (Khessib et Kedjadja,
2013).

e Les machines agricoles peuvent également transmettre les bactéries en remuant le sol
(Khessib et Kedjadja, 2013).

4-4- La résistance

La resistance recouvre un ensemble de processus qui vont permettre a la plante de limiter
ou d’arréter le développement d’un agent pathogene. Ceci se manifeste dés la phase de
I’infection et réduit ensuite le développement de I’agent pathogéne sur la plante. L'effet de la
résistance est mesurable au niveau de I'expression des symptdmes ou du développement de
I’épidémie (Khessib et Kedjadja, 2013).
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La genétique de la résistance des plantes face aux agressions des agents pathogenes a été

formalisée par VVan der Planck (1963), avec deux concepts explicatifs du pouvoir pathogene : -

e La virulence : faculté du parasite d’attaquer un hote (composante qualitative)
(Giniaux et Hugues, 2011).
e L’agressivité : quantité de maladie que le parasite peut induire (composante

quantitative) (Giniaux et Hugues, 2011).

A ces deux facteurs sont associés deux comportements chez 1’héte, la résistance qualitative
(aussi appelée majeure ou spécifique) qui s’oppose a la virulence ; la résistance quantitative (ou

partielle) qui s’oppose a I’agressivité (Giniaux et Hugues, 2011).

Donc les plantes développent deux types de résistance en réponse aux pathogenes : la
résistance quantitative et la résistance spécifique (Iriti et Faoro, 2007). Ces deux types de

résistance définissent I’immunité innée chez les plantes (Jones et Dangl, 2006).
4-4-1- La résistance quantitative

Le paradigme proposé sur le déclenchement de I’immunité par les PAMPs ou effecteurs des
parasites a focalisé I’intérét de la communauté scientifique sur la compréhension des
mécanismes en jeu lors de la PTI et de I’ETI. Cependant d’autres stratégies de résistance sont
mises en ceuvre par les plantes pour bloquer I’infection. La résistance partielle, ou quantitative,

consiste a réduire ’infection plus qu’a I’éradiquer (Poland et al., 2009).

Cette résistance est a effet partiel et basée sur un support génétique polygénique dans la
grande majorité des cas. Elle est gouvernée par plusieurs genes dont les effets sont cumulatifs
et que I'on décrit en général sous la forme de QTL (Quantitative Trait Loci), chaque QTL étant
supposé contenir un géne déterminant un effet particulier sur le développement de I'agent
pathogene (Inra, 2010).

Si une variété est uniqguement porteuse de résistance quantitative (absence de gene de
résistance spécifique), tous les individus pathogenes ont la capacité de I'infecter, mais la
résistance quantitative permettra de diminuer leur agressivité (Inra, 2010). Cela se traduira chez
I’agent pathogéne par une perte de performance sur une ou plusieurs composantes du cycle de

développement, efficacité d’infection, période de latence, sporulation (Inra, 2010).
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4-4-2- La résistance specifique

Bien que la PTI soit le plus souvent suffisante pour engendrer une résistance de la plante,
I’émergence de pathogenes ayant élaboré de nouvelles stratégies d’invasion a permis de
supprimer ou contourner cette immunité via la production de molécules appelées effecteurs.
Ces effecteurs sont des protéines codées par des génes d’avirulence avr qui seront reconnues

par les produits des génes de résistance R de la plante (Dangl et Jones, 2001).

Ce modele « geéne pour gene » (Flor, 1971) provient de I’évolution des mécanismes de
défense de la plante, présent dans le cas particulier d’une interaction entre un pathovar et un
cultivar donnés. Ce type de résistance induite est appelé ETI (effector-triggered immunity)
(Dangl et Jones, 2001).

La résistance spécifique correspond a une interaction géne pour gene entre le bioagresseur
et son hote (la plante), elle est basée sur une reconnaissance spécifique entre la plante et I’agent
pathogene qui déclenche une cascade de réactions de défense et empéche ainsi I’infection de se
développer. Cette résistance est de support mono-génique et son expression est de type "tout ou
rien", soit nulle, soit totale, I’infection de la plante est complétement empéchée dés lors que la
plante posséde le géne de résistance (noté R) correspondant au geéne d’avirulence du

bioagresseur (noté Avr) (Inra, 2010).

La relation entre la plante et son hote est alors dite « incompatible », la croissance du
parasite et la colonisation de la plante sera arrétée trés tot lors du processus d'infection, en
particulier par le déclenchement d'une mort cellulaire trés localisée, et il n’y aura donc ni

développement épidémique ni dommage causeé a la culture (Inra, 2010).

5-Exemples de maladies phytopathogenes de légumineuses

Les anomalies du phénotype par rapport a la norme attendu portent le nom de

symptémes.

La pathogenése représente 1’ensemble des processus inducteurs de la maladie qui
aboutissent a 1’expression des symptomes. Ces derniers comportent essentiellement des
changements de couleurs, des altérations d’organes, des modifications anatomiques et des

altérations du métabolisme (Semal et Lepoivre, 2003).

Les maladies phytopathogenes causées par l'action d'agents pathogénes (virus,

phytoplasmes, bactéries, champignons, protozoaires, les phanérogames parasites, etc...). Ces
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parasites sont généralement infectieux car ils envahissent I'hdte et s'y multiplient et sont
contagieux, par leur transmission d'une plante infectée a une plante saine. Les champignons
sont responsables de pres de la moitié des maladies connues & ce jours chez les plantes cultivées
(Lepoivre, 2003).

5-1- La fusariose vasculaire

Les Fusarium sont des champignons ubiquistes dans les sols, certains d’entre eux sont
pathogenes et responsables des fusarioses vasculaires qui entrainent des pertes économiques
considérables sur un grand nombre de Iégumineuses (Belabid et al., 2000). Les espéces de
Fusarium provoquent des maladies qui entrainent des pertes économiquement importantes
comme le flétrissement vasculaire (Fravel et al., 2003). Le Fusarium oxysporum est capable
de survivre pendant plusieurs années dans les conditions les plus défavorables, en absence de
plante hote (Kommesdhal et al., 1970).

5-1-1- Taxonomie

Le Fusarium oxysporum appartient aux Hyphomycétes (champignons imparfaits), La forme
imparfaite  (anamorphe)  est  caractérisée  par un  mycélium  septé.  Les
conidies sont hyalines généralement unicellulaires sur des conidiophores libres (Lepoivre,
2003 ; Benfreha, 2008).

5-1-2- Présentation de la maladie

La fusariose est répandue presque dans toutes les régions de culture du pois chiche, et
provoque des pertes de rendement qui peuvent atteindre les 100% (Landa et al., 2004), elle
peut étre aussi I’un des facteurs limitant majeur de la productivité du pois chiche (Haware et
al., 1996). La fusariose du pois-chiche est surtout présente dans les sols lourds et les sols mal

drainés des terres de basse altitude (Anonyme 2, 2011).

La maladie se manifeste par un flétrissement, partiel ou total, suivi d’un jaunissement et
d’un desséchement de la plante. Lorsque le pied de la tige est sectionné, on observe un
brunissement au niveau des vaisseaux attaqués (Nasraoui, 2000). Les gousses des plantes du
pois chiche malades apparaissent normales, mais les graines sont genéralement plus petites,
froissées et décolorées (Pande et al., 2007). Selon le type de symptdmes, deux pathotypes sont
décrits chez le F. oxysporum. Le premier pathotype est responsable d’un jaunissement foliaire
progressif avec un brunissement des tissus vasculaires et une mort tardive des plants. Le

deuxiéme pathotype est responsable du flétrissement en induisant une chlorose sévere et rapide
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avec un brunissement des tissus vasculaires et une mort précoce des plants (Trapéro-Casas et
JiménezDiaz, 1985).

Les plantes peuvent étre infectées a travers les racines par les blessures ou au moment de la
formation des racines latérales (Agrios, 1988). Le myceélium peut se développer dans I'espace
intercellulaire des racines pour atteindre les tissus vasculaires. En se développant, le mycélium
produit les microconidies. La prolifération de la croissance mycélienne dans les vaisseaux

conducteurs provoque le flétrissement et la mort de la plante (Klein et Correll, 2001).

Figure 21 : Symptdmes de la fusariose vasculaire du pois chiche. (A) Symptomes de jaunissement et
flétrissement du plant entier ; (B) Symptdmes sur le collet montrant un brunissement en coupe longitudinale
(Cunnington, 2009).

5-1-3- Méthodes de lutte

Les fongicides appliqués en pulvérisation ou en saupoudrage sur les plantes sont utilisés
pour lutter contre les maladies fongiques. L application de fongicides selon la famille chimique
peut étre préventive ou curative. Les fongicides sont également utilisés en traitement des
semences et en traitement du sol. Leur inconvénient reste cependant la possibilité de développer
des souches fongiques résistantes. Les matiéres actives les plus couramment utilisées en
traitement de semences sont : Carbendazime, Carboxine, Thirame et ceux utilisées contre les

maladies foliaire sont : Carbendazime, Thiophanate-méthyl (Nasraoui, 2008).

La lutte biologique contre les agents pathogenes des plantes est définie comme I’utilisation
de processus biologiques pour diminuer la densité d’inoculum des agents pathogénes dans but
de réduire leur capacité a induire la maladie. La lutte biologique peut étre conduite de maniére

directe ou indirecte. Les stratégies indirectes comportent, par exemple, [’utilisation
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d’amendements du sol de fagon a augmenter la population d’antagonistes microbiens contre un

agent pathogene spécifique (Lydie, 2010).

La résistance du pois chiche vis-a-vis des attaques pathogéniques par le contrdle biologique
peut faire appel & des microorganismes antagonistes tels que les bactéries du genre Bacillus,
Pseudomonas et Rhizobium ou a des champignons antagonistes, cas de quelques especes du
genre Trichoderma. Les agents de lutte biologique vont permettre d’induire une résistance chez
la plante a travers 1’accumulation des composés phénoliques et de phytoalexines et I’activation

de ces mécanismes de défense (Chérif et al., 2007).
5-2-La graisse bactérienne

Les graisses bactériennes sont des maladies importantes des haricots a gousses comestibles.
En 1987, par exemple, les productions commerciales de haricots verts et jaunes au Manitoba
ont subi des pertes de prés de 70 %. Il arrive parfois que les haricots secs comestibles soient
aussi touchés par ces maladies. La brllure bactérienne et la tache aréolée affectent les haricots
et certaines autres Iégumineuses, alors que l'agent pathogene de la tache brune a une large
gamme d'hétes répartis entre plusieurs familles végétales (Guy et al., 1994).

5-2-1- Agents pathogénes

e Brllure bactérienne : Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Guy et al., 1994).
e Tache aréolée : Xanthomonas campestris pv. phaseoli (syn. Xanthomonas phaseoli, syn.

Xanthomonas phaseoli var. fuscans) (Guy et al., 1994).

Le Pseudomonas syringae pv. Syringae est semblable au Pseudomonas syringae pv.
Phaseolicola. Cependant, le premier a une plus large gamme d'hétes et produit une bactériocine
connue sous le nom de syringacine, alors que le second ne métabolise pas le mannitol, I'inositol,
le sorbitol et I'érythritol, et produit la toxine phaséolotoxine. Pseudomonas syringae pv.
Phaseolicola est une bactérie Gram négatif, aérobie, en forme de batonnet qui mesure 0,5a 1,0
sur 1,5 a 4,0 um, et qui se meut grace a un flagelle polaire. Dans les milieux carencés en fer,

elle produit un pigment vert fluorescent et diffusible (Guy et al., 1994).

Le Xanthomonas campestris pv. Phaseoli est une bactérie Gram négatif, aérobie, en forme
de batonnet droit qui mesure 0,4 a 0,7 sur 0,7 a 1,8 um, et se meut grace a un flagelle polaire
unique. Sur milieu gélosé, les colonies apparaissent mugueuses, convexes, jaunes et brillantes.
La couleur jaune dérive de pigments de xanthomonadine liés a la membrane et insolubles dans
I'eau. (Guy et al., 1994).
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5-2-2- Présentation de la maladie

Ces maladies sont difficiles a distinguer les unes des autres au champ. Les agents
responsables de la maladie doivent étre isolés et identifiés en laboratoire. La tache brune
bactérienne est caractérisée par I'apparition de Iésions foliaires circulaires, brunes, nécrotiques,
et qui sont souvent entourées d'un liseré jaune brillant (Guy et al., 1994). Les lésions peuvent
tomber, ce qui donne aux feuilles une apparence criblée. L'apparition de taches d'aspect
graisseux sur les feuilles est rare, mais elles peuvent apparaitre sur la tige et les gousses. Sur les
gousses, les Iésions apparaissent d'abord sous forme de taches d'aspect graisseux qui brunissent
par la suite. Les gousses infectées peuvent s'enrouler ou se courber au niveau des taches. Sur
les feuilles, les premiers symptdémes de la tache aréolée apparaissent sous forme de taches
d'aspect graisseux qui s'agrandissent graduellement et qui deviennent flasques. Les taches au
contour irrégulier brunissent et sont souvent entourées d'un étroit liseré jaune. A mesure que les
taches s'agrandissent et s'unissent, les feuilles deviennent nécrosées et semblent brilées. Sur les
gousses, les taches sont circulaires et apparaissent d'abord graisseuses et grises. Plus tard, elles
deviennent légerement déprimées et virent au brun rougeétre foncé. Les graines infectées sont
parfois ridées et leur germination de méme que leur vigueur sont faibles (Guy et al., 1994). Un
dépbt bactérien jaune brillant est parfois visible sur les gousses et les graines. Les premiers
symptdmes de la brilure bactérienne apparaissent sur la face inférieure des feuilles sous forme
de petites taches d'aspect graisseux qui deviennent nécrotiques et entourées d'une zone de tissu
jaune verdatre. Lors d'infections graves, les plantes développent une chlorose systémique
généralisée. Les bactéries situées dans les cavités sous-stomatiques produisent un épanchement
qui donne aux lésions une apparence graisseuse et translucide. Sur les gousses, les taches sont
généralement rouges ou brunes, ou parfois vertes. Elles paraissent translucides et ont, en
surface, un dépdt bactérien blanc et croustillant. Les graines infectées peuvent ne présenter
aucun symptoéme, ou étre ridées et avoir une germination et une vigueur faibles, La nodulation

des racines est réduite (Guy et al., 1994).
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Figure 22 : Symptdmes de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola sur feuille et gousse de haricot [3].
5-2-3- Méthodes de lutte

On peut produire de la semence exempte d'organismes pathogénes grace a un programme
de prévention et de certification phytosanitaires comme celui qui est appliqué au haricot blanc
en Ontario et & plusieurs sortes de haricots aux Etats-Unis. La rotation des cultures,
I'enfouissement des débris de culture et le nettoyage des équipements sont d'égale importance
parce que les bactéries peuvent passer I'hiver dans les résidus de culture, dans le sol ou sur la
machinerie. La circulation des personnes, des animaux et de la machinerie dans les champs doit

étre restreinte afin de réduire la transmission des bactéries (Guy et al., 1994).

Le traitement des semences et la pulvérisation foliaire de bactéricides a base de cuivre ou
d'antibiotiques peuvent aider a réduire la maladie, mais n‘assurent pas toujours un niveau élevé
de répression (Guy et al., 1994).
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Conclusion

Dans cette étude nous avons essayé¢ d’étudier les différents types d'interactions
microbiennes avec les plantes Iégumineuses. Ces interactions peuvent étre bénéfiques en
affectant positivement la qualité du sol et la croissance des plantes, mais aussi peuvent les
affecter négativement par la provocation de diverses maladies.

Parmi les interactions positives, il y a la symbiose des plantes légumineuses avec les
rhizobia a a bénéfices réciprogues. Cette relation se manifeste par un processus de
développement appelée nodulation qui se manifeste par la formation des nodules siéges de la
fixation biologique de 1’azote. Il y a également la symbiose associative qui est également une
interaction a bénéfices réciproques entre les deux partenaires. Elle est habituellement
considérée comme une interaction facultative, a large spectre d’hote, et avec peu ou pas de
différenciation des partenaires. L’exemple le mieux connu est celui des bactéries
rhizosphériques stimulatrices de la croissance des plantes (PGPR) qui peuvent améliorer la
croissance des plantes auxquelles elles sont associées. De méme il y’a les mycorhizes qui se
définissent comme des liens permanents qui impliquent des échanges a bénéfices réciproques
avec les racines des légumineuses, elles favorisent I'absorption des éléments minéraux de la
mycorhizosphere et améliorent ainsi la nutrition de la plupart des especes végétales. La
symbiose mycorhizienne est donc un phénomeéne général chez les plantes ou elle est divisée en

trois types les ectomycorhizes, endomycorhizes et les ectendomycorhizes.

Les microorganismes peuvent étre aussi néfastes pour les plantes et cherchent a se
développer en parasite, aux dépens de la plante. Ils affectent leur croissance et leur reproduction
de maniére plus ou moins importante, ces microorganismes pathogenes se distinguent par leur
capacité a provoquer ’apparition de symptomes associés au développement de diverses

maladies comme le flétrissement du pois, I’anthracnose de la feve...etc.

La comprehension des interactions qui associent les plantes et les microorganismes du sol
est une étape incontournable pour une gestion durable de nos ecosystemes notamment en

agriculture.



Conclusion

A la lumiére de ce qui a été évoqué, Il est préférable d’améliorer ce travail par :

e Elargir I’étude des microsymbiotes associés aux plantes 1égumineuses de 1’ Algérie.
e Elargir I'étude sur I'amélioration de la qualité des plantes par les PGPR.

o Etudier les espéces pathogenes pour mieux gérer une protection phytosanitaire des

plantes légumineuses importantes sur le plan agricole et économique
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