n w
[

Biotechnol. Agron. Soc. Environ. 2008 12(4), 437-449

EPoint sur :

Caractéristiques moléculaires de I’'immunité des plantes
induite par les rhizobactéries non pathogenes

Emmanuel Jourdan ', Marc Ongena ?, Philippe Thonart !-»

() Université de Liege. Centre wallon de Biologie industrielle. Boulevard du Rectorat, Batiment 40 P70. B-4000 Liege
(Belgium).

@ Gembloux Agricultural University — FUSAGx. Unité de Bioindustries. Passage des Déportés, 2. B-5030 Gembloux
(Belgium). E-mail : ongena.m@fsagx.ac.be

Recu le 29 janvier 2008, accepté le 6 mai 2008.

La reconnaissance par la plante de certaines bactéries de la rhizosphere peut conduire a une réaction d’immunisation lui
permettant de mieux se défendre vis-a-vis d’une attaque ultérieure par un organisme pathogene. Utilisé en combinaison
avec d’autres approches phytosanitaires, ce phénomene d’induction de résistance systémique (ISR) par les rhizobactéries est
considéré comme une stratégie prometteuse dans la lutte biologique contre les maladies des cultures. Cet article présente les
aspects moléculaires intervenant a chacune des trois étapes de ce processus, c’est-a-dire la perception des éliciteurs bactériens
par les cellules de la plante, la transmission d’un signal nécessaire pour propager 1’état induit dans tous les organes de la plante
et ’expression des mécanismes de défense proprement dits qui vont limiter ou inhiber la pénétration du pathogene dans les
tissus infectés. L’état des connaissances sur I’'ISR est exposé en parallele avec les informations dont on dispose concernant
la résistance systémique acquise qui est similaire d’un point de vue phénotypique mais qui est induite suite a une interaction
incompatible avec un agent pathogene.

Mots-clés. Résistance systémique induite, Pseudomonas, Bacillus, PAMP, phytoalexines, protéines PR, potentialisation, acide
salicylique, jasmonate, éthylene.

Molecular characteristics of the rhizobacteria-triggered plant immunity. Recognition of certain non-pathogenic
rhizobacteria by plants can trigger a systemic resistance reaction that renders the host less susceptible to subsequent infection
by a virulent agent. Used in combination with other approaches, this induced systemic resistance (ISR) phenomenon is
considered as a promising strategy for plant disease control both in greenhouse cultures and under field conditions. This
review emphasizes the molecular aspects of this three-step process involving sequentially the perception by plant cells of
elicitors produced by the inducing agents that initiates the phenomenon, signal transduction that is needed to propagate the
induced state systemically through the plant and expression of defense mechanisms sensu stricto that limit or inhibit pathogen
penetration into the host tissues. The current state of knowledge about rhizobacteria-stimulated ISR is discussed in parallel
with the better characterized systemic acquired resistance induced by incompatible pathogens.

Keywords. Induced systemic resistance, Pseudomonas, Bacillus, PAMP, phytoalexins, PR proteins, priming, salicylic acid,
jasmonate, ethylene.

1. ISR DANS IMMUNITE SYSTEMIQUE
DES PLANTES

Lors de l’agression d’une plante par un pathogene,
plusieurs cas de figure peuvent se présenter. L’inter-
action incompatible correspond a une incapacité
du pathogene a infecter la plante et peut étre due a
la présence de barricres physiques (cuticule, paroi
végétale) et/ou chimiques (composés antimicrobiens)
(Nurnberger et al., 2005). La reconnaissance de
I’attaque d’un pathogene et une réponse rapide de 1’hote
peuvent également restreindre ou stopper 1’invasion.

Apres la pénétration du phytopathogene a travers la
paroi végétale ou via une blessure, sa présence peut
étre révélée grace a des motifs moléculaires associés
aux pathogenes (PAMPs) (Chisholm et al., 2006). La
perception de ces motifs par la plante pourra initier
une réponse immunitaire de base (PAMP-Triggered
Immunity, PTI), afin de limiter I’invasion (Jones
etal., 2006). Cependant, si les défenses mises en
place sont inappropriées, si la plante ne réagit pas
assez rapidement ou si les voies de défense sont
« désactivées », I’interaction entre la plante et le
microorganisme sera compatible et suivie par une
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prolifération du pathogene. En effet, les pathogeénes
ont appris a masquer leur présence en interférant avec
les voies de défense de la plante. Cette désactivation
s’effectue via la sécrétion par le pathogene d’effecteurs
appelés protéines d’avirulence qui sont, dans le cas des
bactéries Gram', directement injectés dans la cellule
héte par un systeme spécifique (Type Three Secretion
System, TTSS) (Abramovitch et al., 2004).

En parallele aux protéines d’avirulence, certaines
plantes ont développé des protéines polymorphiques
NBS-LRR (a2 domaines Nucleotide Binding Site
et Leucine Rich Repeat), codées par les geénes de
résistance R (Gémez-Goémez, 2004). Cette interaction
préférentiellement intracellulaire entre les produits de
genes d’avirulence de pathogeénes (Avr) et de résistance
de I’'hote végétal (R) est appelée résistance « genes
pour geénes ». La réponse en découlant est notamment
décrite comme I’'immunité déclenchée par les effecteurs
(Effector-Trigered Immunity, ETI). L'immunité ETI
peut étre considérée comme une version amplifiée de
I'immunité PTI (Garcia-Brugger et al., 2006) et est
souvent décrite comme menant a une mort cellulaire
programmée localisée au niveau des tissus infectés :
la réponse hypersensible (HR) (Jones et al., 2006). En
plus de I'inhibition directe du phytopathogéne ou de
son confinement au site d’infection, la HR libérerait
des signaux conditionnant les cellules adjacentes a
devenir (plus) réactives et activerait des réponses plus
étendues (Kombrink et al., 2001). C’est le cas de la
LAR (Local Acquired Resistance), qui est caractérisée
par une augmentation de la résistance des tissus
adjacents du site d’infection, et de la SAR (Systemic
Acquired Resistance), développée dans 1’ensemble du
végétal (Durrant et al., 2004). La SAR est généralement
activée par des pathogenes nécrotiques mais peut aussi
étre induite suite au traitement par des molécules
purifiées issues d’autres pathogeénes (Cérébrosides,
Lipid transfer protein, Oligosaccharides) et par certains
composés synthétiques (acide salicylique (AS), acide
[-amino-butyrique, acide 2,6-dichloro-isonicotinique
(AIN) ou acibenzolar-S-methyl-benzothiadiazole,
(BTH)) (Sticher et al., 1997). La résistance conférée
par ce phénomene persiste dans le temps et est effective
sur une multitude de plantes et contre un large spectre
de pathogenes incluant virus, bactéries, champignons
et nématodes.

L’effet protecteur conféré par la SAR est
phénotypiquement similaire 2 un autre phénomene,
découvert plus récemment, déclenché suite a
I’interaction avec un microorganisme non pathogene.
Cette « immunisation » de la plante, ne provoquant pas
de symptomes visibles de maladie, est appelée résistance
systémique induite (ISR) (Van Loon et al., 2005). L’ISR
s’est avérée €tre induite par des microorganismes variés
et plus particulierement par des rhizobactéries. Celles-ci
incluent des bactéries Gram* comme Bacillus pumilus,
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Bacillus subtilis, Bacillus amyloquefaciens et Bacillus
thuringiensis (Kloepper et al., 2004), ou des bactéries
Gram qui sont les plus étudiées dans le contexte de
I’ISR. Bien que des entérobactéries comme Serratia
(Serratia marcesens, Serratia plymuthica) ou Pantoea
agglomerans interviennent dans la mise en alerte de la
plante-hote, la plupart des souches Gram™ impliquées
appartiennent au genre Pseudomonas (Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas
aeruginosa) (Bakkeret al.,2007). Comme pour la SAR,
I’ISR diminue significativement 1’impact de maladies
causées par des champignons racinaires (Fusarium
oxysporum, Pythium aphanidermatum) ou aériens
(Botrytis cinerea, Alternaria brassicicola), par des
bactéries (Pseudomonas syringae, Erwinia amylovora,
Xanthomonas campestris), des virus (Tobacco mosaic
virus, Tomato mottle virus) et par certains nématodes
(Globodera pallida, Meloidogyne incognita) (Ongena
et al., 2000).

Dans I’ensemble, les bactéries ayant un impact
positif sur la plante, par le biais d’un effet protecteur ou
via une stimulation de sa croissance, ont communément
été regroupées sous le terme de rhizobactéries
promotrices de la croissance des plantes, ou PGPR
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Mercado-
Blanco et al., 2007).

Contrairement aux réponses mises en place par la
plante suite a des attaques par des pathogenes, celles
induites par des microorganismes bénéfiques sont
moins connues et beaucoup de questions concernant
I’ISR restent encore a étre élucidées. Néanmoins, I'ISR
peut étre divisée en trois étapes principales que sont la
perception des molécules actives produites par le PGPR
ou élicitation, la transmission d’un signal systémique
dans la plante et I’expression des mécanismes de
défense de I’hdte (Ongena et al., 2006) (Figure 1).
Malgré un effet protecteur visiblement similaire, I’'ISR
semble présenter certaines divergences avec la SAR.
Dans les sections suivantes, nous proposons de détailler
les différentes étapes intervenant lors de I’ISR induite
par des rhizobactéries et lors de la SAR.

2. PERCEPTION DES ELICITEURS PAR LES
CELLULES VEGETALES

2.1. Les éliciteurs de pathogenes

La reconnaissance mutuelle entre un microorganisme
et son hote est basée sur une «communication »
moléculaire et, en regle générale, les composés
capables de déclencher une réponse de 1’hodte sont
dénommés éliciteurs. Les éliciteurs de phytopathogenes
sont constitués des PAMPs, non spécifiques, qui
sont reconnus par plusieurs plantes et des composés
plus spécifiques, les protéines d’avirulence, qui sont
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Figure 1. Larésistance systémique induite chez les plantes par des rhizobactéries — Rhizobacteria-induced systemic resistance

in plants.

Les trois étapes principales sont — the three sequential steps are : A : I’élicitation : les rhizobactéries ou PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) interagissent avec les racines de 1’hdte et produisent des éliciteurs qui sont pergus par la plante — elicitation: rhizobacteria
or PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) interact with host roots and produce elicitors recognized by the plant ; B : apres la

reconnaissance des déterminants, un signal est véhiculé dans I’ensemble de la plante afin de I’alerter

after this recognition, a signal

is transported in all plant parts to enhance defense capability ; C : enfin, lors d’une éventuelle attaque par un agent phytopathogene,
la plante sera en mesure de répondre plus efficacement a I’agression, lui conférant ainsi une résistance — finally, plant will develop a
resistance by responding more efficiently to a subsequent pathogen attack.

reconnues par des cultivars particuliers (Montesano
et al., 2003).

Les PAMPs interviennent dans I'immunité PTI
et appartiennent a une large classe de molécules
incluant des composés lipidiques, des glycolipides,
des polymeres de sucres, ou des (glyco-) peptides
et protéines (Tableau 1). Toutefois, les structures
des différentes classes de PAMPs sont hautement
conservées d’un microorganisme a [’autre. Ces
éliciteurs, isolés de virus, bactéries, champignons,
oomycetes ou algues marines, sont produits de maniere
constitutive par le pathogene car ils sont généralement
essentiels a son bon fonctionnement (Nurnberger et al.,
2005 ; Chisholm et al., 2006).

D’autre part, bien qu’elles ne soient pas considérées
comme des PAMPs, les protéines d’avirulence sont
tout de méme reprises comme molécules élicitrices de
défense, puisqu’elles sont en mesure de déclencher une
réponse hypersensible chez les plantes possédant les
genes de résistance. Chez les plantes sensibles, elles
facilitent la pathogénicité, entre autre, en retardant le
renforcement de la paroi (formation de callose), en
modifiant I’activité de protéines dans la cellule-hdte ou
en interférant avec la transcription des génes de défense
(Montesano et al., 2003 ; Chisholm et al., 2006 ; Jones
et al., 2006).

Les récepteurs des PAMPs, les PRRs (Pattern
Recognition Receptors) ou RLK (Extracellular
receptor-Like Kinases), n’ont pas encore été tous

identifiés. Cependant, la plupart de ceux connus sont
constitués de trois domaines distincts : un domaine
extracellulaire (riche en leucine) interagissant avec le
PAMP, un domaine transmembranaire et un domaine
kinase, responsable de la transmission du signal
(Nurnberger et al., 2006).

2.2. Les éliciteurs de ISR

Beaucoup d’études réalisées durant la derniere décennie
ont permis d’isoler une quantité toujours croissante de
rhizobactéries capables de stimuler I'ISR chez divers
hotes. Cependant, les principes actifs responsables
de I’activité biologique de ces souches n’ont été
que rarement identifiés. Aujourd’hui, les quelques
éliciteurs connus sont classés selon trois catégories :
les composants de surface cellulaires, les métabolites
régulés par le fer et les antibiotiques (Ongena et al.,
2006).

La mobilité et 1’adhésion racinaire d’une rhizo-
bactérie sont des éléments importants pour une
colonisation effective de [I’hdte. Ces propriétés
dépendent en partie des lipopolysaccharides (LPS)
et des flagelles présents a la surface des membranes
bactériennes (Persello-Carticaux et al., 2003).
L’implication du flagelle dans le phénomene d’ISR
a été démontrée en comparant les taux de protection
observés apres traitement par la rhizobactérie bénéfique
avec leurs flagelles purifiés ou via [utilisation
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Tableau 1. Molécules élicitrices de mécanismes de défense chez les plantes — Elicitors of plant defense mechanisms.

Eliciteur

Microorganisme

Référence

Isolés de phytopathogeénes
Syringoline, Coronatine

Ergostérol, Cérébrosides

Endopolygalacturonase (Pectinase) [BcPG1]
Invertase [peptide N-mannosylaté (8 residus)]

Transglutaminase [Peptide Pep-13]
Xylanase [pentapeptide TKLGE]

Protéines de réponse au choc froid [motif RNP-1]

Facteur d’élongation (EF-Tu) [EIf18
(Fragment N-acetylé terminal de EF-Tu)]
Harpine (Hrp N & Z)
Protéines inductrices de nécrose
[Nepl, Nip, PaNie213]
Protéines de transfert lipidique
[Elicitines (Cryptogéine, Capsicéine)]
-mégaspermine
Protéines Avr
Exopolysaccharides [Polysaccharides]
Oligogalacturonides (Fragment de paroi)
[Oligogalacturonides (9 > DP > 20)]
Chitine, oligomere de Chitosan, Fucanes

sulphatés, Laminarine, Psg (Phytophthora

Sojae Glucan) [B-glucanes]

Synthétique (AS, BTH, AIN, acide arachidonique)

Bactérie (Pseudomonas)

Tamogami et al., 2000 ;
Waspi et al., 2001

Composants des membranes des champignons Umemura et al., 2004 ;

(Cladosporium, Magnaporthe, Fusarium)

Champignon (Botrytis, Mucor)
Levure

Oomycete (Phytophthora)
Champignon (Trichoderma)
Bactérie Gram* (Micrococcus)
Bactérie Gram

Bactérie Gram (Erwinia, Pseudomonas)

Bactérie (Erwinia), Oomycete (Pythium,
Fusarium, Phytophthora)

Oomycete (Phytophthora)

Oomycete (Phytophthora)

Champignon (Cladosporium)

Bactérie (Pantoea)

Fragment de la paroi pectique de la plante

Oomycete (Phytophthora), champignon
(Pyricularia), composants de la paroi
de I’algue brune (Pelvetia, Laminaria)

Rossard et al., 2006
Poinssot et al., 2003
Basse et al., 1993
Brunner et al., 2002
Ron et al., 2004
Felix et al., 2003
Zipfel et al., 2006

Clarke et al., 2005
Pemberton et al., 2004

Garcia-Brugger et al.,
2006

Baillieul et al., 2003

Chisholm et al., 2006

Ortmann et al., 2006

Aziz et al., 2004

Klarzynski et al., 2000;
Ramonell et al., 2002

Oostendorp et al., 2001

Communs aux phytopathogenes et aux PGPR

Lipopolysaccharides (LPS)

Flagelline [peptide Flg22]

Bactérie (Xanthomonads, Pseudomonas,
Sinorhizobium)
Bactérie (Pseudomonas, Acidovorax)

Erbs et al., 2003

Gomez-Gomez et al.,
2002; Meziane et al.,
2005

Isolés de PGPR

Pyoverdines

Acide salicylique, Pyocheline
N-AcylBenzylamineDerivative
2,4-Diacetylphloroglucinol (DAPG)
Pyocyanine

Massetolide A

Surfactine, Fengycine
Butandiol

N-Acyl Homoserine lactone

Bactérie (Pseudomonas fluorescens)

Bactérie (Pseudomonas fluorescens, putida)

Bactérie (Pseudomonas putida)
Bactérie (Pseudomonas fluorescens)
Bactérie (Pseudomonas aeruginosa)

Bactérie (Pseudomonas fluorescens)
Bactérie (Bacillus subtilis)

Bactérie (Bacillus subtilis, amyloliquefaciens)

Bactérie (Serratia liquefaciens)

Hofte et al., 2007

Audenaert et al., 2002

Ongena et al., 2005a

Tavicoli et al., 2003

De Vleesschauwer et al.,
2006

Tran et al., 2007

Ongena et al., 2007

Ryu et al., 2004

Schuhegger et al., 2006

Les [termes] représentent les motifs minima responsables de 1’activité biologique de 1’éliciteur. Le tableau reprend a la fois les éliciteurs
présents chez des phytopathogenes, les €liciteurs issus de PGPR ou rhizobactéries bénéfiques capables d’induire le phénomene d’ISR et
les éliciteurs moins spécifiques présents chez les deux types de microorganismes — [Terms] represent the structural motif responsible for
the biological activity of the elicitor. This table provides examples of phytopathogen elicitors as well as those specifically isolated from
PGPR or ISR-inducing non pathogenic rhizobacteria and compounds harboured by both kind of microorganisms.

DP : degré de polymérisation — degree of polymerisation ; AS : acide salicylique — salicyclic acid ; BTH : acibenzolar-S-methyl-benzo-
thiadiazole ; AIN : acide 2,6-dichloro-isonicotinique — 2,6-dichloro-isonicotinic acid.

de souches mutantes. C’est notamment le cas de
P. putida WCS358, dont les flagelles interviennent
dans I’induction de résistance chez Arabidopsis
contre P. syringae (Meziane et al., 2005). D’autres

travaux menés par ce groupe de recherche révelent
que la flagelline de la méme souche ne semble pas
apte a stimuler I’ISR chez la tomate et le haricot contre
B.cinereaetColletotrichum lindemuthianum, suggérant
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des propriétés différentes selon le phytosysteme étudié.
L’activité biologique du flagelle pourrait étre due a la
partie N-terminale (Flg 22) de la flagelline qui est la
protéine constituant le flagelle (Gomez-Gomez et al.,
2002). D’autre part, I’utilisation d’extraits d’enveloppe
de cellules, de mutants ou de composés purifiés a aussi
permis de démontrer le role des LPS dans I’induction
de résistance. C’est le cas notamment lors de I'ISR
induite par certaines souches de P. fluorescens, de P.
putida, Burkholderia cepacia et Rhizobium elti dont
les LPS ont été testés avec des résultats positifs sur
des pathosystemes aussi divers que Arabidopsis/F.
oxysporum, haricot/B. cinerea, tabac/Phytophthora
nicotianeae et pomme de terre/cyst nematode (VanWees
et al., 1997 ; Reitzet al., 2002). Ces LPS sont constitués
d’un noyau oligosaccharidique liant un groupement
polysaccharidique (antigéne O) a une chaine lipidique
(lipide A) intégrée dans la membrane externe des
bactéries Gram'. Dans de nombreux cas, ’utilisation
de LPS possédant une modification de la chaine
antigénique O n’ont pas d’activité biologique, suggérant
le role de cette sous-structure dans la reconnaissance
par la plante (Van Loon et al., 1998). Cependant, il est
important de noter que les flagelles et les LPS sont des
composés particuliers, car ils appartiennent a la fois a
la famille des éliciteurs de I'ISR et a celle des PAMPs,
présents chez les pathogenes.

Parmi les métabolites régulés par le fer, les
pyoverdines produites par les espéces fluorescentes
de Pseudomonas sont des molécules chélatrices du fer
(sidérophores) ayant une forte affinité pour les ions Fe**.
Leur production permet ainsi aux microorganismes de
se développer dans un environnement pauvre en fer.
Les pyoverdines, également appelées pseudobactines,
présentent la méme structure générale : une séquence
peptidique de 6-12 acides aminés (spécifique de
la souche bactérienne) liée a un chromophore
responsable de leur activité chélatrice (Budzikiewicz,
2004). Par exemple, les pyoverdines de P. fluorescens
WCS358 peuvent induire I'ISR chez Arabidopsis,
le haricot, la tomate et 1’eucalyptus (Hofte et al.,
2007). Toujours dans des conditions limitantes en fer,
certains microorganismes peuvent produire de I’acide
salicylique (SA) dont I’activité élicitrice a ét€ montrée
grice a P. aeruginosa TNSK2 et KMPCH (De Meyer
etal., 1997) et a P. fluorescens P3 (Maurhofer et al.,
1998). L’AS intervient aussi comme précurseur de
biosynth¢se de la pyocheline, un autre sidérophore
capable de stimuler une réponse défensive chez les
plantes (Audenaert et al., 2002).

Les éliciteurs appartenant a la classe des anti-
biotiques sont principalement produits par des bactéries
du genre Pseudomonas. Le 2,4-diacetylphoroglucinol
(DAPG), synthétis¢é par P. fluorescens CHAO,
est notamment ['un des premiers a avoir été mis
en évidence pour son action contre Peronospora
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parasitica et le nématode Meloidogyne javanicasur via
la stimulation des défenses de plants d’Arabidopsis et
de tomate (lavicoli et al., 2003 ; Siddiqui et al., 2003).
La pyocyanine, composé de la famille des phénazines,
est I’exemple d’un autre antibiotique ayant une activité
élicitrice de résistance (De Vleesschauwer et al.,
2006).

Ces deux dernieres années, les recherches réalisées
sur la stimulation de résistance par les microorganismes
bénéfiques ont mené al’isolation de nouveaux éliciteurs.
P. putida BTP1 est en mesure de protéger le haricot, le
concombre et la tomate par I'intermédiaire du NABD
(N-Alkylated Benzylamine Derivated) (Ongena et al.,
2005a). Dans le méme sens, les N-acyl-L-homosérine
lactones de Serratia liquefaciens MG1 et P. putida
IsoF, sont responsables de la majorité de 1’activité
élicitrice des souches sur la tomate contre Alternaria
alternata (Schuhegger et al., 2006). Les lipopeptides
constituent un autre type d’éliciteur récemment
rapporté. La massetolide A est un lipopeptide cyclique
produit par P. fluorescens SS101 actif sur la tomate
contre Phytophthora infestans (Tran etal., 2007)
tandis que la surfactine et la fengycine, toutes deux
produites par Bacillus subtilis, induisent 'ISR chez
la tomate et le haricot (Ongena et al., 2007). Enfin,
certains composés volatils semblent aussi avoir une
activité élicitrice de I'ISR. Ryu et ses collaborateurs
ont en effet observé que le butanediol, produit par
Bacillus amyloliquefaciens IN937a et B. subtilis GB03
diminuait significativement 1’impact de la maladie
provoquée par Erwinia carotovora sur des graines
d’Arabidopsis (Ryu et al., 2004).

3. PREMIERS EVENEMENTS CELLULAIRES
INDUITS

Plusieurs recherches sont désormais disponibles
sur les événements précoces mis en place dans les
cellules végétales aprés la reconnaissance d’un
éliciteur. L’utilisation sur suspensions de cellules
de la cryptogéine, protéine nécrotique secrétée par
Phytophthora cryptogea, a permis d’établir un modele
lors de I’interaction avec les PAMPs (Garcia-Brugger
et al., 2006). Succinctement, la fixation de 1’éliciteur
sur son récepteur agirait sur des canaux calciques et, via
une cascade d’événements, aboutirait a I’expression de
genes de défense. Une description plus détaillée de ces
phénomenes est fournie dans la figure 2.

Les études sur la flagelline ont essentiellement été
menées avec des flagelles purifiés a partir de souches
pathogeénes ou avec des peptides synthétiques. En
plus de I’alcalinisation du milieu extracellulaire ou la
production d’H,O, illustrées par certains auteurs, la
flagelline est aussi en mesure de stimuler la production
d’éthylene (Felix et al., 1999). En effectuant des travaux



442 Biotechnol. Agron. Soc. Environ. 2008 12(4), 437-449 Jourdan E., Ongena M. & Thonart P.
PAMPs
RLK
PRRs

Alcalinisation du pH

Lol I £a
Membrane 1 : NADPH
plasmique g A Oxyd_ase
> 2
[G) ™ NADPH
A\ Dépolarisation de
ATP la Membrane
Protéines Avr NADP* + H-*

@O
9 g

CA? \‘\)

MAP Kinase

\K

Phosphorylation de protéines

CA? nucléaire

T,

Expression de génes
Mise en place des _,../
mécanismes de défense -

Y
de la plante

Figure 2. Modele hypothétique des événements précoces basé sur la reconnaissance de la cryptogéine par les cellules de
tabac — Proposed model of early events occurring in cryptogein-elicited tobacco cells.

La reconnaissance du PAMPs par son récepteur déclenche un important influx de calcium dans la cellule. L’augmentation de calcium
intracellulaire provoque, entre autres, une alcalinisation du milieu extracellulaire (via I’inhibition des pompes ATPases), une inhibition
d’entrée du glucose dans la cellule, un efflux d’anions, une dépolarisation de la membrane plasmique, 1’activation de la NADPH oxydase
et la production de peroxyde d’hydrogene (H,0,), et I’activation des MAPs kinase. Les MAPs kinase ainsi que I’augmentation de la
concentration en calcium dans le noyau déclencheraient I’expression de génes de défense. L’introduction de protéines d’avirulence par
des phytopathogenes peut aboutir a une perturbation des voies de défense, menant au développement de ce dernier et a I’apparition de

la maladie — PAMPs recognition by their receptors triggers an important calcium influx. Elevated intracellular calcium concentration
induces several events as extracellular alkalinization (by ATPase inhibition), anion efflux, plasma membrane depolarization, glucose
import inhibition, NADPH oxidase activation and H202 production, and MAP kinase activation. Nuclear calcium concentration increases
and MAP kinase triggers defense gene. Avr proteins inserted into the cell by pathogenic microorganisms can perturb defense signalisation
and lead to phytopathogen growth and disease development ; PK : phosphokinase ; RLK : Extracellular receptor-Like Kinases ; PRRS :
Pattern Recognition Receptors.

sur Arabidopsis, d’autres auteurs ont réussi a identifier
I’ensemble de la cascade des MAPs kinases ainsi que
des facteurs de transcription qui étaient activés apres
la fixation du peptide fig22 sur son récepteur FLS2

(Zipfel et al., 2004 ; Chinchilla et al., 2006). Enfin, a
part une diminution de la viabilité des cellules de riz
en culture, le traitement par la flagelline ne semble pas
provoquer de mort cellulaire sur les cultures de cellules
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de plantes dicotylédones (Che et al., 2000). Il peut
donc étre envisageable que le récepteur FLS2 puisse
aussi reconnaitre les flagelles des microorganismes
bénéfiques et déclencher une cascade de réponses
de défense sans pour autant provoquer de dégats
dans les cellules de I’hdte. L'utilisation des LPS de
B. cepacia, une souche inductrice de I’ISR, a abouti a
I’identification de plusieurs phosphoprotéines chez le
tabac qui seraient initialement activées par une protéine
G couplée a son récepteur (Gerber et al., 2006). Celles-
ci indiquent que les événements précoces induits par
les LPS impliquent, entre autres, une signalisation
dépendante du Ca?*', la régulation d’une H*-ATPase
ou la production d’especes oxydantes, suggérant ainsi
que des mécanismes liés a la reconnaissance des LPS
soient similaires a ceux déclenchés par les PAMPs.

Hormis les LPs et contrairement aux PAMPs, peu
d’études décrivant les événements précoces induits
lors de I’interaction avec des éliciteurs spécifiques
de I'ISR sont publiées. De Vleesschauwer et ses
collaborateurs ont observé que le traitement des racines
de riz par le PGPR P. aeruginosa TNSK2 induisait une
résistance contre Magnaporthe grisea, un pathogene
hémibiotrophe (De Vleesschauwer et al., 2006). Cet
effet protecteur est induit par la pyocyanine produite
par la souche et les auteurs ont observé que 1’application
de 1éliciteur purifié provoquait la génération de
peroxyde d’hydrogene dans les cellules de la plante-
hote, pouvant inhiber la croissance du pathogene. La
surfactine, un autre éliciteur de I’ISR, a récemment fait
I’objet de travaux sur les événements précoces induits.
Son addition a des cultures de cellules de tabac entraine
aussi des réponses telles que 1’alcalinisation du milieu
extracellulaire ou I’accumulation de H,O,, ainsi qu’une
augmentation de la synthese et de 1’activité d’enzymes
de défense comme la lipoxygénase (LOX) et la
phénylalanine ammonia-lyase (PAL) (Jourdan et al.,
article soumis).

La particularité de la flagelline et les LPS comme
éliciteurs présents chez des phytopathogénes mais
également chez des PGPR révele la complexité dans
I’établissement d’un modele sur I'ISR. Cependant, il
semble que des réponses soient communes lors de la
reconnaissance des différents types d’éliciteurs et que
des divergences apparaissent par la suite, menant soit a
la mort des cellules en contact avec un éliciteur issu de
phytopathogenes et a 1’établissement d’une réponse de
type SAR, soit a 'induction de I’ISR par un éliciteur
de PGPR.

4. TRANSMISSION DU SIGNAL

Dans 1’état actuel des connaissances, les voies de
signalisation de I’état induit chez les plantes sont
régulées par trois molécules, 1’acide salicylique
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(AS), I’acide jasmonique (JA) et I’éthyléne (ET). Au
niveau moléculaire, la SAR est aussi caractérisée par
une activation de génes codant pour des protéines PR
(Pathogenesis-Related), souvent considérée comme
marqueur de cette résistance (Durrant et al., 2004).
La SAR est associée avec une augmentation de la
concentration d’AS endogeéne a la fois localement
au niveau du site d’infection, mais aussi de maniere
systémique dans les tissus distants. Des expériences
réalisées avec des plants de tabac NahG, incapables
d’accumuler 1I’AS car produisant une enzyme le
dégradant en catéchol inactif, ont démontré que
cette molécule était indispensable dans la voie de
signalisation (Delaney, 1994). A D'origine, plusieurs
hypotheses ont d’ailleurs été émises sur le role joué par
I’AS en tant que signal systémique dans 1’établissement
de la SAR. Par la suite, des plants de concombre dont
les feuilles, inoculées par P. syringae puis excisées
avant toute accumulation d’AS, ont tout de méme
développé la SAR, contredisant alors les premiers
résultats (Molders et al., 1996). Les hypotheses sont
actuellementdirigées vers 1 existence d’un composé de
nature lipidique qui serait la molécule signal diffusant
a travers la plante. Des expériences menées sur des
plants mutés au niveau du géne Dirl développent
une résistance locale mais sont cependant incapables
d’exprimer la SAR. La séquence de ce geéne est proche
de celles codant pour des protéines LTPs (Lipid
Tranfer Proteins) et pourrait donc étre impliquée
dans la synthese et la transmission du signal lipidique
circulant. La signalisation semble néanmoins requérir
I’intervention d’une protéine se liant a I’AS, SABP2,
nécessaire a I’activation d’un facteur protéique, NPR1
(Non-expressor of Pathogenesis-Related Genesl)
(Figure 3) (Durrant et al., 2004). La fixation de 1’AS
sur SABP2 provoquerait un changement du potentiel
redox dans le milieu intracellulaire. Des oligomeres de
NPRI1 seraient alors convertis en monomeres capables
de migrer vers le noyau et d’interagir avec des facteurs
de transcription, aboutissant a I’expression de genes
PR intervenant dans les défenses de la plante (Fobert
et al., 2005).

Certaines rhizobactéries bénéfiques sont aussi
en mesure d’induire une résistance associée a
une accumulation d’AS. Celle-ci fut mise en
évidence grace a I'utilisation de plants NahG. Ainsi
P. aeruginosa TNSK2 n’est pas en mesure
d’induire I'ISR chez des plants de tabac et de
tomate transformés (Hofte et al., 2007). De méme,
B. pumilus SE34 protege Arabidopsis contre
P. syringae pv. maculicola via une signalisation
dépendantedel’AS (Ryuet al.,2003). Cependant, dans
la majorité des cas, la résistance induite par les PGPRs
est considérée comme étant indépendante de 1’ AS mais
plutot liée a la perception de 1’acide jasmonique (JA)
et de I’éthylene (ET). Par exemple, 1’effet protecteur
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conféré par la rhizobactérie P. fluorescens WCS417
contre le pathogeéne P. syringae est maintenu, méme
sur des plants d’Arabidopsis NahG (Pieterse et al.,
2002). Par contre, aucune protection n’est observée
sur des plants mutants jarl (JA-insensitive) ou etrl
(Ethylene-insensitive), respectivement déficients
dans les voies de réponse a 1’acide jasmonique et a
I’éthylene. Les auteurs ont donc conclu que la voie
de transduction de I'ISR chez Arabidopsis était basée
sur une augmentation de la sensibilité a ces hormones
plus qu’a une augmentation de leur concentration
et ont montré que la perception de I’ET intervenait
en aval par rapport a celle du JA (Pieterse et al.,
2000). Une voie de signalisation dépendante de ces
deux hormones a par la suite été observée dans de
nombreux cas, comme par exemple chez des plants
de tomate NahG traités par B. pumilus SE34 ou
P. fluorescens 89B61 (Yan et al., 2002). De méme,
I’absence d’accumulation d’AS suite au traitement
de racines de haricot par P. putida BTP1 suggere
également une voie indépendante de la signalisation
de type SAR (Ongena et al., 2004).

Toujours dans I’optique d’identifier les voies de
signalisation de I’ISR, Pieterse et ses collaborateurs
ont observé que la souche WCS417 n’était pas
capable d’induire I’ISR sur des plants d’Arabidopsis
mutés au niveau du géne NPR1 (Pieterse et al., 1998).
Ainsi, malgré des voies de signalisation globalement
différentes, les résistances induites par un pathogeéne
ou par une rhizobactérie semblent liées. Le spectre
d’efficacité de la SAR et de ’ISR se chevaucherait
partiellement et la protéine NPRI1 serait apte a
réguler distinctement [’expression de genes de
défense dépendante de ['une ou lautre voie de
signalisation, activée en amont. Ces dernieres années,
les mécanismes régissant les voies de transduction se

Figure 3. Modele proposé des voies de transduction impliquées dans la résistance systémique induite par un pathogene (SAR)
et une rhizobactérie bénéfique (ISR) — Proposed model for the signal transduction network controlling pathogen-induced
systemic acquired resistance (SAR) and rhizobacteria-mediated induced systemic resistance (ISR).

La reconnaissance de protéines d’avirulence, et éventuellement de PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns), provoque une
réponse hypersensible (HR) au niveau du site d’infection. Un signal est ensuite transmis a 1’ensemble de la plante via une voie dépendante
de ’acide salicylique (AS). Celui-ci activerait la protéine SABP2 (SA-Binding Protein) et provoquerait une modification du potentiel
redox dans le cytoplasme. La protéine NPR1 (Non-expressor Pathogenesis-Related Genes) subirait alors un changement de conformation.
Des oligomeres de NPR1 migreraient dans le noyau ou ils s’associeraient avec le facteur de transcription TGA pour initier la transcription
des genes de défense. Dans le cas de I’ISR induite par des rhizobactéries non pathogenes, la reconnaissance des éliciteurs activerait dans la
plupart des cas une voie de transduction dépendante de la sensibilité a 1’acide jasmonique (JA) et a I’éthylene (ET). Celle-ci a été€ mise en
évidence via I’étude de mutants (jarl et etrl) qui sont respectivement insensibles au jasmonate et a 1’éthylene, et incapables de développer
I’ISR. La voie de signalisation de L’ISR converge vers celle de la SAR au niveau de la protéine NPR1, également indispensable pour le
développement de I’ISR, et aboutirait a une mise en alerte de la plante, ou priming — Avr protein recognition and several PAMPs trigger
a hypersensible response at the infection site. A signal is then transmitted in all part of the plant by a SA-dependant pathway leading to
SAPB?2 activation and cytoplasmic redox potential modification. NPR1 monomers could finally be translocated into the nucleus to interact
with TGA transcription factor and initiate defense gene expression. In the case of rhizobacteria-mediated induced systemic resistance
(ISR), transduction pathway is in most cases dependant on JA and ET. Their involvement was demonstrated using JA- and ET-insensitive
mutants (jarl and etrl), which are no longer able to develop ISR. ISR transduction pathway, as SAR, requires intact NPR1 protein and
leads to a priming state in the plant.
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sont avérés plus complexes. En effet, des recherches
réalisées sur Arabidopsis ont démontré que la souche
B. subtilis GB03 pouvait induire I’'ISR via une voie
indépendante du facteur de transcription NPR1 (Ryu
etal., 2004). De méme, la souche P. aeruginosa
TNSK2, précédemment citée pour induire une
résistance SA-dépendante, peut déclencher I’ISR chez
des plants Arabidopsis NahG (Ran et al., 2005). Enfin,
les réponses induites chez Arabidopsis, préalablement
inoculée par diverses rhizobactéries (B. pumilus,
S. marcescens et P. fluorescens) peuvent varier selon
la variété du pathogéne P. syringae (Ryu etal.,
2003).

5. MECANISMES DE DEFENSE

La derniere étape importante dans I’établissement
des résistances systémiques est l’expression des
mécanismes de défense proprement dits qui doivent
conférer a la plante la capacité de résister aux agents
phytopathogenes. Pour cela, les plantes disposent de
plusieurs voies métaboliques inductibles et donc d’un
important panel de molécules afin de lutter contre
I’invasion par un phytopathogene.

La production d’espéces oxydantes (poussée
oxydative), sous forme d’intermédiaires (Reactive
Oxygen Intermediates, ROI), comme 1’anion
superoxyde, le radical hydroperoxyl ou le peroxyde
d’hydrogene (H,O,), est une des réponses de la
plante les plus précoces suite a la reconnaissance
du pathogéene (Kombrink etal., 2001). D’autres
mécanismes, de nature physique et/ou biochimique
comme le renforcement des parois ou la synthese
de protéines de défense, pourront intervenir afin de
limiter I’infection.

Les protéines PR (Pathogenesis Related) ont a
’origine été définiescommedes protéiness’accumulant
al’intérieur ou a I’extérieur des cellules végétales suite
a une interaction avec le pathogéne (HammondKosack
et al., 1996). Toutefois, le terme a été étendu a d’autres
protéines également impliquées dans les mécanismes
de défense mais exprimées de facon constitutive,
comme la phénylalanine ammonia-lyase (PAL) ou
la lipoxygénase (LOX) (Van Loon et al., 2006). La
PAL est une enzyme de la voie de phénylpropanoides
aboutissant, entre autres, a la synthése d’AS, a celle
de molécules composant la lignine ou a la synthese de
précurseurs qui seront utilisés par d’autres branches
métaboliques pour générer des phytoalexines (voir
plus loin) (Dixon et al., 2002). La LOX est impliquée
dans la transformation de composés lipidiques et, via la
voie des oxylipines, est aussi a I’origine de molécules
signal comme 1’acide jasmonique ou de composés
fongitoxiques (Shah, 2005). Ces enzymes permettent
donc la production de métabolites directement
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toxiques pour le pathogeéne mais pourraient également
ralentir sa progression indirectement en favorisant la
mort cellulaire via des dommages sur les membranes
des cellules (HammondKosack etal., 1996). La
plupart des protéines PR font partie de familles
conservées chez les différentes especes de plante.
Elles sont induites par I’accumulation d’AS, de JA
ou d’éthyléne et certaines possedent en elles-mémes
des propriétés antimicrobiennes comme les chitinases
et les glucanases (Van Loon et al., 2006). Dans les
phénomenes d’induction de résistance, la protéine
PR1 est souvent considérée comme un marqueur
spécifique de la SAR. Cependant, plusieurs exemples
de rhizobactéries induisant 1’expression de protéines
PR sont désormais disponibles (Park et al., 2000 ;
Tjamos et al., 2005). Chez le haricot, P. putida BTP1
accroit I’activité LOX dans les feuilles infectées par
B. cinerea aboutissant a une concentration plus
élevée en Z-3-hexenal, un composé fongitoxique
(Ongena et al., 2004). La méme souche peut aussi
retarder l’infection de plants de concombre par
P. aphanidermatum grace a [’accumulation de
phytoalexines (Ongena et al., 2000). Ces dernieres
sont des composés antimicrobiens, lipophiles et de
faible poids moléculaire qui s’accumulent rapidement
au niveau du site d’infection. Les phytoalexines
ont des structures variées et dérivent de diverses
voies métaboliques comme celles menant aux
phénylpropanoides, flavonoides, isoflavonoides ou
encore sesquiterpenesetpolyketides (Hammerschmidt,
1999). Dans la majorité des cas, leur synthese nécessite
la participation de plusieurs enzymes, suggérant une
coordination dans les voies de signalisation des cellules
infectées. Leur participation dans 1’immunisation
conférée par des PGPR a initialement été remarquée
chez I'ecillet (Van Peer etal.,, 1991) et le haricot
(Zdor et al., 1992) mais les exemples d’induction de
phytoalexines dans le contexte de I’ISR restent assez
rares.

Enfin, les plantes peuvent faire face a I’invasion
d’un pathogeéne en ralentissant sa pénétration dans
les tissus végétaux. Ce retardement est assuré
par 1’épaississement des parois par apposition
de lignine ou de callose (un polymere de B-1,3
glucane difficilement dégradable), sous la forme
d’une excroissance intracellulaire, ou papille, au
niveau du site d’infection (Huckelhoven, 2007).
Par ailleurs, les précurseurs de la lignine ainsi que
les radicaux libres produits pendant les réactions de
polymérisation peuvent affecter la plasticité de la
membrane ou inactiver les enzymes de pathogenes.
Parmi les quelques exemples, nous pouvons citer
B. pumilus SE34, qui agit sur le pois contre
F. oxysporum (Benhamou etal., 1996), ou P.
fluorescens 63-28 et B. amyloliquefaciens EXTN-1,
qui renforcent le concombre respectivement contre
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P. aphanidermatum et Colletotrichum orbiculare
(Chen et al., 2000 ; Jeun et al., 2004).

6. MISE EN ALERTE DE LA PLANTE

Dans le contexte des réactions de défense systémiques,
I'interaction avec le microorganisme inducteur ne
mene pas toujours directement au renforcement du
végétal. Durant ces dernieres années, un concept basé
sur la mise en alerte des plantes ou potentialisation
(priming) semble s’étre généralisé. Cet état induit n’est
pas trés perceptible d’un point de vue moléculaire tant
que 1’agression par le pathogeéne n’est pas ressentie. Il
permet cependant a 1’hdte végétal de mettre en place
de maniere plus rapide et plus violente les différents
mécanismes de défense et ainsi de répondre de maniere
plus efficace a une éventuelle agression par des
pathogeénes ou des insectes mais aussi a divers stress
abiotiques (Conrath et al., 2006). Ce mécanisme permet
a la plante de se « préparer » a une infection future
sans pour autant engendrer d’investissements lourds
au niveau des ressources métaboliques et énergétiques
(au détriment des processus cellulaires fondamentaux)
alors qu’aucune agression ne doit encore étre combattue
(Van Hulten et al., 2006). La premiére mise en évidence
du priming dans le cadre de 'SR a été démontrée
sur I’ceillet inoculé par une souche de Pseudomonas.
Van Peer et ses collaborateurs (Van Peer et al., 1991) ont
observé une accumulation de composés antifongiques
significativement plus rapide chez les plants traités
par la bactérie apres I’infection par F. oxysporum alors
qu’aucune différence n’avait pu étre détectée avant
I'introduction du pathogéne. Le méme phénomene
apparait chez le pois traité par B. pumilus SE34, ou
un dépdt rapide de callose et de matériel phénolique
sur les parois au niveau du site de pénétration n’est
observé qu’apres 1’ajout du pathogene F. oxysporum
(Benhamou et al., 1996).

En parallele aux analyses biochimiques, les
techniques d’analyse d’expression de génes ont aussi
contribué a lamise en évidence du priming. Dans I’ étude
du transcriptome d’Arabidopsis apres élicitation par
P. fluorescens WCS417, Verhagen et ses collaborateurs
(Verhagen et al., 2004) n’ont visualisé que trés peu de
changements dans les transcripts, tant au niveau des
cellules racinaires que dans les tissus foliaires. Par
contre, une nette augmentation dans 1’expression de
certains geénes au niveau des feuilles était mesurable
des l’infection par le phytopathogene P. syringae pv.
tomato DC3000. Toujours au niveau génétique, des
analyses d’hybridation soustractive sur le concombre
ont également démontré que [’expression de certains
genes induits par la bactérie bénéfique P. chororophis
06 ne devenait apparente qu’apres l’infection des
feuilles par Corynespora cassiicola (Kim et al., 2004).
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Dans certains cas cependant, une expression génétique
spécifiquement induite suite a la perception du PGPR a
été rapportée. Par exemple, des travaux réalisés avec la
souche B. subtilis S499 sur le concombre et la tomate ont
montré que I’ISR était tout de méme associée avec des
changements au niveau transcriptionnel avant infection
par P. aphanidermatum (Ongena et al., 2005b). Le
priming peut aussi intervenir dans le cas de la SAR ou
plus généralement dans le cadre de la résistance aux
pathogenes (champignons, insectes) et méme aux stress
abiotiques, mais il n’y est pas invariablement associé
comme cela semble étre le cas pour I'ISR.

7. CONCLUSION

Les différentes approches en génétique, biologie
et biochimie ont permis de mieux comprendre les
interactions entre plantes et microorganismes dans
le contexte de I’'immunisation de 1’hote végétal.
Ces interactions peuvent avoir lieu entre des
phytopathogeénes ou des PGPR et respectivement
aboutir a I’établissement de la SAR ou de I'ISR.
Cependant, les réactions permettant une discrimination
par la plante entre éliciteur de I'ISR et PAMP ne
sont a ce jour pas connus. Certains mécanismes
semblent communs, suggérant un lien étroit dans la
reconnaissance d’un microorganisme, pathogéne ou
non. Ce rapprochement intervient également lors de la
transmission du signal systémique, puisque le facteur
de transcription NPR1 est nécessaire dans 1’induction
de ’ISR etde la SAR. En plus des voies de signalisation
ou des réponses de défense mises en place, I'ISR chez
une plante donnée semble aussi étre influencée par la
nature de la rhizobactérie inductrice et par la nature
du pathogene. En effet, des études présentées sur
Arabidopsis avec B. pumilus révelent I’implication de
deux voies distinctes suivant le pathovar utilisé. De
méme, la capacité d’une souche de PGPR a induire
I’ISR varie en fonction des phytosystemes sur lesquels
elle est testée. Une meilleure connaissance, d’un point
de vue moléculaire, de toutes les étapes du phénomene
est nécessaire pour mieux comprendre la combinaison
des facteurs qui sont a I’origine de cette spécificité. Les
PGPR apparaissent néanmoins comme un atout majeur
dans le développement du végétal. En effet, en plus
de D’activité stimulatrice de croissance de certaines
souches, il semble que les PGPR puissent préparer les
défenses de leur hote sans pour autant les « allumer »,
conférant ainsi une spécificité nuancée au phénomene
d’ISR.
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