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L'un des défis actuels de la pathologie végétale réside
dans la maitrise des techniques de transfert de génes
de résistance aux maladies dans la perspective de dis-
poser de variétés de plantes susceptibles de mieux
résister a la pression parasitaire ambiante. Si le
concept de transgénose chez les plantes est large-
ment développé au plan expérimental (BROGLE et al.,
1991 ; Sauvion et al., 1995), son application a grande
échelle demeure, pour le moment, problématique par
rapport aux perspectives envisagées (MICHELMORE,
1995). Dans ce contexte, il parait nécessaire de
conforter les recherches sur le fonctionnement de ces
génes de résistance et des geénes de défense des
plantes, incluant |'étude des mécanismes de leur
régulation et du role des protéines pour lesquelles ils
codent (LINDsAY et al., 1993). Les techniques de bio-
logie moléculaire associées a celle de la biochimie
ont largement favorisé la compréhension de certains
mécanismes de défense des végétaux aux agressions
biotiques. Mais les progrés récents de la microscopie
permettent aux disciplines telles que I’histologie et la
cytologie de contribuer efficacement a la connais-
sance des réponses des plantes aux maladies parasi-
taires (BENHAMOU, 1993 : NicOLE et  GIANINAZZI-
PEARSON, 1996). C’est ainsi que la cytologie
moléculaire facilite la localisation spatio-temporelle
de molécules synthétisées par les plantes et impli-
quées dans leur stratégie de défense face aux attaques
microbiennes.

Dans la présente synthése, on se propose de montrer
I’apport de I'histopathologie a la compréhension de
ces mécanismes a la fois a I'échelle tissulaire, cellu-
laire et moléculaire. Les photographies rapportées
dans ce chapitre ont été acquises sur la base de
recherches réalisées sur les modeéles suivants : Hévéa-
champignon (Rigidoporus lignosus), manioc-bactérie
(Xanthomonas campestris pv. manihotis), manioc-
cochenille,  cotonnier-champignon  (Verticillium
dalhiae et Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum),
cotonnier-bactérie (Xanthomonas campestris pv.
malvacearum) et bananier-nématode (Radopholus
similis).

L’examen microscopique
a I’échelle tissulaire

% L'observation au microscope photonique d'un
matériel végétal infecté permet une analyse a
I’échelle histologique d’une situation parasitaire
donnée. Associé aux techniques conventionnelles de
coloration des constituants cellulaires (JENseN, 1962),
un tel examen rend compte d’événements intéressant
plusieurs compartiments tissulaires. Dans le cas des
maladies racinaires d’essences ligneuses causées par
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des champignons agents de pourridiés, il n’est pas
rare de constater la mise en place de tissus lignifiés,
néodifférenciés résultant de la stimulation d’activités
cambiales (NicoLE et al., 1991 et 1992). Le cambium
libéro-ligneux, de méme que l|'assise génératrice
subéro-phellodermique, peut ainsi étre sollicité au
cours de ces mécanismes de différenciation cellu-
laire (Rioux et Bicas , 1992). Les phénomeénes de
néogenése tissulaire impliquent une activation de la
biosynthése des composés pariétaux dont des poly-
saccharides, des protéines, la lignine et la subérine
impliqués dans le renforcement des barriéres préfor-
mées (PeTRINI et OUELLETTE, 1994). Ce mécanisme
contribue a la tolérance des arbres aux agressions par
les champignons en compartimentant les zones tissu-
laires infectées, phénomeéne qui se traduit dans le cas
des maladies racinaires par la mise en place d'un
nouveau systéme racinaire (SHIGO, 1984).

Une analyse similaire a été réalisée chez le manioc
infecté par Xanthomonas campestris pv. manihotis,
chez lequel la mise en place d’assises cicatricielles
n‘a été observée que dans les variétés tolérantes au
parasite (Kpemoua et al., 1996).

En cas d’infection, la stimulation de la production de
composés phénoliques représente une réponse aspé-
cifique mais générale des plantes. L’accumulation de
phénols peut néanmoins caractériser une interaction
différentielle comme dans I'exemple de la bactériose
du cotonnier causée par X. campestris pv. malva-
cearum. Pour ce modele, au cours d’une interaction
incompatible, les plantes résistantes produisent des
composés de type flavonoide détectés histochimique-
ment dans les portions de mésophylle contaminé
par la bactérie (Dai et al., 1996). En revanche, dans
les plants sensibles, I'infection généralisée a
I'ensemble de la feuille ne déclenche pas une telle
accumulation. La recherche d’activités enzymatiques
associées a la production de flavonoides a révélé une
intense activité peroxydase dans les plants résistants,
apparaissant plusieurs heures avant I’accumulation
de composés phénoliques. La résistance du cotonnier
est fortement reliée a la synthése de plusieurs types
de molécules incluant les phénols, les peroxydases et
les terpénoides (ESSENBERG et Pierce, 1994), toutes
détectables par des techniques simples d’histochimie.
Apres extraction de certains de ces composés, des
tests de toxicité ont permis de leur attribuer in vitro
une activité antimicrobienne, autorisant leur classe-
ment dans le groupe des phytoalexines.

L’examen microscopique
a I'échelle cellulaire

Les réactions de défense des plantes se traduisent
par des perturbations cellulaires importantes obser-

vables a I’échelle ultrastructurale. L'application des
différentes techniques de microscopie électronique
dans le domaine de la pathologie végétale permet
ainsi d’affiner I’examen histologique en élargissant
I'observation aux compartiments de la cellule (HALL
et Hawes, 1991). Ainsi, la paroi constitue le siége pri-
vilégié de nombreuses réponses de la plante infectée,
en ayant pour effet de renforcer cette barriere préexis-
tante. Un enrichissement en protéines, en polysac—
charides ou en polyphénols a ainsi été caractérisé
dans les parois cellulaires de plantes contaminées.
L’augmentation de la densité en électrons des parois
des cellules de racines de bananier attaquées par le
nématode migrateur Radopholus similis a pu étre
associée a I'imprégnation de ces parois par des flavo-
noides préalablement détectés par voie histo-
chimique (VALETTE et al., 1996) (figure 1). Dans les
feuilles de cotonnier infectées par X. campestris pv.
malvacearum, I’accumulation de flavonoides dans les
cellules du mésophylle se caractérise sur le plan cyto-
logique par la présence de globules denses aux élec-
trons qui sont produits dans le cytoplasme (figure 2)
avant de se concentrer dans les parois et dans la
lamelle moyenne des cellules nécrotiques (figure 3)
(Dal et al., 1996). En raison des capacités des Xantho-
monas a hydrolyser les pectines des lamelles
moyennes (BoHErR et al., 1995), il est logique de
suggérer que X. campestris pv. malvacearum se
trouve confronté a des produits de dégradation de la
pectine renfermant des molécules potentiellement
bactéricides.

Dans le cas des maladies vasculaires, il est générale-
ment admis que la colonisation de la plante repose
sur le succés ou I'échec de I'expression de génes de
défense, d’une part, durant la colonisation des tissus
corticaux et, d'autre part, durant I'installation et le
développement du parasite dans le systétme vas-
culaire de la plante (Beckman, 1987). Au cours de la
phase corticale, peu de parasites vasculaires
fongiques ou bactériens sont freinés par les réactions
différenciées par la plante pour les contrer, malgré
I'efficacité potentielle de barrieres structurales ou
chimiques constitutives. C’est dans |’'environnement
des tissus vasculaires que le systéme défensif de la
plante parvient a ralentir, voire a bloguer, la progres-
sion du parasite. Le transport des micro-organismes
par les flux hydriques des vaisseaux accentue
d’autant le risque de contamination systémique,
imposant a la plante de réagir rapidement a la pré-
sence du parasite. C’est I’ensemble des parenchymes,
paravasculaire et phloémique, qui est impliqué dans
cette course contre la montre, qui va ainsi déterminer
le niveau de résistance de I’'hote a la maladie.

Un groupe de molécules a été particulierement
étudié dans le cadre des mécanismes de résistance du
cotonnier aux maladies vasculaires d’origine
fongique. En effet, une étude histochimique et
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Figure 1. Ol

de racines de bananier infectées par le nématode
Radopholus similis. Le nématode (n) est localisé dans un
espace intercellulaire du parenchyme cortical d’une racine
d’une variété tolérante. La lamelle moyenne autour du
parasite présente une densité importante aux électrons
(fleches), révélant I'accumulation de composés
osmiophiles et identifiés comme des flavonoides par les
tests histochimiques, (p : paroi cellulaire de I'endoderme)
{x 8 000).

Figure 2. Observation en microscopie électronique de
cotylédons de cotonnier résistant infectés par Xanthomonas
campestris pv. malvacearum. Les cellules voisines de la
nécrose typique de la réaction hypersensible contiennent

0sés
osmiophiles (fleches) identifiés par les techniques
histochimiques comme des flavonoides, (p : paroi
cellulaire), (x 28 000).

Figure 3. Observation en microscopie électronique de
cotylédons de cotonnier résistant infectés par Xanthomonas
campestris pv. malvacearum. La bactérie (b) localisée dans
les espaces intercellulaires du mésophylle cotylédonnaire
produit des exopolysaccharides en grande quantité (eps).
Des composés de types flavonoides denses aux électrons
sont localisés dans le cytoplasme coagulé des cellules
parenchymateuses et dans la lamelle moyenne,

dont des fragments se détachent et s’accumulent

dans les eps bactériens (tétes de fleches), {x 43 500).
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biochimique a démontré que certains métabolites
secondaires appartenant aux terpénoides possédaient
une activité antifongique a I'égard de Verticillium
dahliae, agent de la verticilliose (BeLL, 1992 ; MACE
et al,, 1989). Une analyse similaire réalisée conjoin-
tement a I'observation ultrastructurale a montré que
ces terpénoides sont produits dans les cellules paren-
chymateuses du phloéme et du xyléme puis excrétés
dans l'espace paramural d’abord et les vaisseaux
du xyleme, ensuite (figure 4). Or, c’est dans ces
vaisseaux que le champignon se développe pour
coloniser la plante entiére. Ainsi, dans les plantes
tolérantes ou résistantes a la verticilliose, il a été
observé que ces composés tapissaient la paroi du
champignon dés les premiers jours de l'infection
(figure 5). Un examen attentif révele une désorganisa-
tion des systemes endomembranaires des hyphes
mycéliennes, traduisant un effet cytotoxique de ces
molécules (DAAYF et al., 1996) (figure 6).

Dans le modéle manioc-X. campestris pv. manihotis,
des réactions identiques ont été observées, aussi bien
dans les plantes de la variété sensible que dans celles
de la variété résistante. Sur cette derniére cependant,
elles apparaissent plus précocement que sur la plante
sensible et avec une intensité supérieure. A cet égard,
des comptages comparatifs de vaisseaux contaminés,
de cordons bactériens intercellulaires, de cellules
produisant des composés phénoliques et de thylles
dans les vaisseaux ont permis de mieux apprécier
I'impact de ces réponses sur le développement bacté-
rien. Durant la phase vasculaire, 1a description des
réponses de la plante révéle I'existence de différences
significatives pouvant expliquer certains aspects de la
résistance du manioc a la bactériose (Kpemoua et al.,
1996). Ces réactions intéressent entre autres les modi-
fications cellulaires de certains thylles. Le thylle est
un moyen de défense qui permet, dans certains cas,
de contenir localement les micro-organismes dans les
vaisseaux contaminés, méme s’il contribue également
a ralentir le transfert de I’eau dans la plante. Leur
production a largement été démontrée dans le cas de
trachéomycoses (OUELLETTE et Rioux, 1992 ; Rioux
et al., 1995) et leur participation a la résistance a ces
maladies a été clairement établie sur le cotonnier
infecté par Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum
(BeckmaN, 1987) et sur le bananier infecté par
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (VANDERMOLEN
et al, 1987). Dans le manioc infecté par X. campes-
tris pv. manihotis, les observations ultrastructurales
ont montré que certains des thylles différenciés par la
variété résistante subissaient une évolution morpholo-
gique non observée dans les plants infectés des
variétés sensibles. En effet, ces thylles prennent un
aspect digité par comparaison a la forme globuleuse
des thylles produits dans les variétés sensibles conta-
minées (figure 7). Cette dédifférenciation est associée
a une désorganisation de leur contenu cellulaire.
Avant le stade ultime du collapsus, le cytoplasme de

ces thylles subit une modification profonde caracté-
risée par I'augmentation du nombre des organites,
une augmentation de sa densité électronique et par
I"apparition de vésicules dont le contenu, trés osmio-
phile, se déverse d’abord dans I’espace périplas-
mique, imprégne ensuite la paroi cellulosique et la
lamelle moyenne et s’exclue enfin dans la lumiére
des vaisseaux (figure 8). Certaines des bactéries loca-
lisées au voisinage des zones de sécrétion de ces
thylles en phase de déstabilisation montrent des
signes de dégradation (figure 7). Ce mécanisme s’ap-
parente & celui d’une sécrétion de composés, de
nature probablement phénolique, qui pourraient
avoir un effet bactéricide. L’abondance d’organites
dans les cellules compagnes et les thylles tels que
mitochondries, réticulum endoplasmique et appareil
de Golgi conforte l'existence d'un processus
de sécrétion trés actif. En outre, la présence de
composés phénoliques dans les thylles est a relier a
la densité particuliere du cytoplasme des cellules
parenchymateuses compagnes dont ils sont issus.
L'organisation de ces cellules de la variété résistante
est en effet trés différente de celle des cellules
compagnes des plantes sensibles, suggérant que les
thylles différenciés par les cellules parenchymateuses
compagnes du xyléme de la variété de manioc résis-
tante a la bactériose possédent les capacités métabo-
liques pour accumuler et sécréter des composés
possédant des propriétés bactériostatiques (KPemOUA
etal., 1996).

L'observation en microscopie électronique permet
donc de caractériser un certain nombre de réponses
de la plante soumise a un traumatisme parasitaire.
Cette approche compléte parfaitement |’analyse
histochimique en précisant I'aspect ultrastructural et
la cytolocalisation des composés identifiés par les
techniques de coloration. En revanche, I'examen
cytologique conventionnel reste souvent insuffisant
pour la caractérisation chimique de structures néodif-
férenciées a I’échelle ultracellulaire. Le développe-
ment récent de la cytologie moléculaire a ouvert de
nouvelles voies de recherche, qui approfondissent
d’autant notre connaissance du role des produits des
genes de défense dans les stratégies élaborées par les
plantes pour se protéger des infections.

L’examen microscopique
a I’échelle moléculaire

La cytologie moléculaire fait appel aux tech-
niques de marquage des molécules a I'aide de sondes
spécifiques. En raison de leur haute spécificité, elles
sont considérées comme des outils particulierement
puissants, pour I'étude spatio-temporelle des produits
des génes. Ces sondes, couplées a des marqueurs
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Figure 4. Observation en microscopie électronique de
racines de cotonnier tolérant a la verticilliose.

Dans le systéme vasculaire, des cellules parenchymateuses
du phloeme et du xyléme produisent des substances
denses aux électrons identifiées en histochimie comme des
composés terpénoidiques. Ces molécules sont localisées
dans le réticulum endoplasmique (tétes de fleches),

les vacuoles (v) et au voisinage des mitochondries (mi),

(p : paroi cellulaire, tc : tube criblé du phloéme),

(x 11 000).

Figure 5. Observation en microscopie électronique de
racines de cotonnier tolérant a la verticilliose. Les
composés terpéniques denses aux électrons s’accumulent
dans les vaisseaux (v), tapissant la paroi des hyphes
fongiques (h) et la paroi secondaire des cellules

(ps, fléches), (x 26 000).

Figure 6. Observation en microscopie électronique de
racines de cotonnier tolérant a la verticilliose. L'impact des
composés toxiques produits par les racines en réponse &

Vinfection par Verticillium consiste en une désorganisation
du cytoplasme des hyphes (c) qui se traduit par une
dégradation des systémes membranaires, (ps : paroi
secondaire du vaisseau v), (x 21 000).

Figure 7. Observation en microscopie électronique de
feuilles de manioc résistant infectées par Xanthomonas
campestris pv. manihotis. Les thylles digités au cytoplasme,
tres dense aux électrons, renferment des vésicules qui
sécretent des composés (tétes de fleches) dans la lumiére
du vaisseau (v). Des bactéries vivantes (doubles fléches)

et mortes (fléches) sont visibles prés du thylle, (x 5 000).

Figure 8. Observation en microscopie électronique de
feuilles de manioc résistant infectées par Xanthomonas
campestris pv. manihotis. Agrandissement de la zone
encadrée de la figure 7 montrant les vésicules (v) qui
relarguent leur contenu osmiophile (fléches) dans la paroi
(p) et la lumiere du vaisseau (v). Remarquez le nombre
important de mitochondries (m) et le réseau dense du
réticulum (re), (x 40 000).
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facilement détectables en microscopie tels que l'or
colloidal ou la fluorescéine, entre autres, permettent
la cytolocalisation précise et fiable d’une trés grande
variété de molécules incluant des sucres, des
polysaccharides, des protéines, des composés
phénoliques, des lipides et des acides nucléiques
(CHAMBERLAND, 1994).

Les anticorps, monoclonaux ou polyclonaux, repré-
sentent certainement le type de sonde le plus large-
ment utilisé dans I’étude des réactions de défense des
plantes (BENHAMOU, 1993), a condition d’assurer une
préparation adéquate des tissus végétaux sans trop
altérer les sites antigéniques recherchés. La distribu-
tion des HRGP (hydroxyproline-rich glycoprotein) a
ainsi été suivie au cours de I'infection de racines de
tomates par Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lyco-
persici, démontrant une production supérieure et une
localisation plus large de cette glycoprotéine dans les
plantes résistantes (BenHamou et al., 1990). Ces
HRGP ont été visualisées dans les espaces intercel-
lulaires et les parois primaires. Des protéines enzy-
matiques produites par la plante en réponse aux
infections fongiques ont de méme été immunocyto-
localisées ; I'exemple le plus connu concerne les
chitinases et les glucanases. Leur immunolocalisation
in planta a démontré leur implication respective dans
la dégradation de la chitine et des B-1,3 glucanes des
parois fongiques (BENHAMOU et ASSELIN, 1992).
Conjointement a I'immunocytochimie de protéines
enzymatiques, la recherche d’activité enzymatique
permet d’associer in situ la localisation d’une enzyme
a son activité (HALL et Hawes, 1991).

Les propriétés immunogénes des polysaccharides ont
également été mises a profit pour confirmer le rble de
certains de ces polymeéres dans la résistance des
plantes aux agressions microbiennes. ’activation de
la synthese de callose a ainsi été confirmée sur les
plantes ayant subi une infection parasitaire. Si les
dépots de callose dans les cellules ne constituent pas
en-soi une réaction de défense spécifique, ils inter-
viennent néanmoins de maniére systématique lors
d’un traumatisme abiotique ou biotique. Ils ont pu
étre détectés dans le cas des maladies d’origine bac-
térienne (KPemoua et al., 1996), fongique (DAAYF et
al., 1996), virale (PETERsCHMITT, non publié) ainsi que
dans le cas d’attaques de nématodes (VALETTE et al.,
1996) et d'insectes (CALATAYUD et al., 1996). Dans les
tissus infectés, la callose est déposée dans les espaces
intercellulaires, les papilles paramurales ou dans les
parois cellulaires associées a une réorganisation de
leur architecture (figure 9).

La production de pectine par les thylles durant leur
différenciation en réponse aux infections par des
maladies vasculaires a de méme été immunocaracté-
risée dans les vaisseaux de manioc contaminés par
X. campestris pv. manihotis (KPEMOUA et al., 1996).
Des fragments de composés pectiques se détachent

de la lamelle moyenne des thylles et s’accumulent
dans la lumiére des vaisseaux jusqu’a leur occlusion
(figure 10). D’une maniére générale, I'immunoloca-
lisation des composés pectiques confirme les
processus de dégradation des lamelles moyennes,
qui conduit & la libération dans le compartiment
apoplastique d’oligoméres de pectine dont le role
éliciteur des mécanismes de défense a déja été décrit
par ailleurs (Ryan et FARMER, 1991).

La cytolocalisation de mono- ou oligosaccharides
peut étre conduite en utilisant les lectines, glycopro-
téines présentant une trés forte affinité pour les sucres
(BENHAMOU, 1989). La lectine de germe de blé (WCA,
Wheat germ agglutinin) a ainsi été testée avec succes
pour la localisation de la N-acétylglucosamine,
monomeére constitutif de la chitine des parois de
champignons (figure 11) (NICOLE et BeNHAMOU, 1991).
Dans le cadre de I"étude des réactions de défense des
racines de cotonnier infectées par Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum, I'utilisation de cette
lectine a montré que la paroi du champignon subis-
sait de graves dommages dans les plantes plus tolé-
rantes a l'infection suggérant l'intervention d’une
chitinase dans le systéme défensif du cotonnier
(figure 12). Une telle approche a par ailleurs confirmé
la production de cette PR-protéine dans des plantes
transgéniques pour le géne de la chitinase (BeNHAMOU
et al., 1993).

L'application de la technique enzyme-or permet de
localiser avec succés des substrats aussi diversifiés
que les acides nucléiques, les lipides, les sucres ou
les composés phénoliques (BENDAYAN, 1984 ; VIAN
et al, 1991). L'utilisation d'une laccase fongique, une
ortho-diphénol oxydase, conjuguée a 'or colloidal
aprés purification de I'enzyme a permis de localiser
la présence de composés phénoliques impliqués dans
des réponses de plantes infectées, soit par des cham-
pignons (BENHAMOU et al., 1994), soit par des bacté-
ries (BOHER et al., 1996). La stimulation du systéeme
défensif de tomates attaquées par Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici induit la forma-
tion et I’accumulation dans le parenchyme cortical
racinaire de structures globulaires, dont certaines ren-
ferment des composés phénoliques indétectables
par les techniques histochimiques conventionnelles
(BenHAmoOu et al., 1994). Dans les parenchymes
vasculaires de tiges de manioc résistant, le complexe
laccase-or a confirmé I'imprégnation des espaces
intercellulaires et des lamelles moyennes par des
composés phénoliques (Kpemoua et al, 1996)
(figure 13). De tels composés ont également été
caractérisés dans des bactéries en dégénérescence au
voisinage des thylles dans les vaisseaux contaminés
du xyléme. L'observation de ces tissus sous lumiére
ultra-violette confirme la présence de ces composés
grace a leur fluorescence naturelle.
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Figure 9. Observation en microscopie électronique de
racines de cotonnier tolérant & la verticilliose. Marquage
de la callose aprés utilisation d’anticorps polyclonaux
anti-B-1,3-glucanes. Un dépét de callose (ca) est visible
dans I’espace paramural d’une cellule du phloéme,

(c : cellule phloémique ; p : paroi cellulaire), (x 27 000).

Figure 10. Observation en microscopie électronique de
feuilles de manioc résistant infectées par Xanthomonas
campestris pv. manihotis. Immunomarquage de la pectine
avec des anticorps monoclonaux montrant la présence
de fragments de lamelle moyenne (fléches) se détachant
du thylle (t), (x 20 000).

Figure 11. Observation en microscopie électronique de
racines d’Hevea brasiliensis infectées par le champignon
Rigidoporus lignosus, agent de pourriture blanche.
Marquage de la chitine fongique par la lectine de germe
de blé conjuguée a I'or colloidal.

Les particules d’or sont réguliérement distribuées sur la
paroi des hyphes mycéliennes (h), (x 9 000).

Figure 12. Observation en microscopie électronique de
racines de cotonnier infectées par le champignon Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum. Marquage de la chitine fon-
gique par la lectine de germe de blé conjuguée a

'or colloidal. La présence de particules d’or (fléches) au
voisinage de la paroi des filaments mycéliens (h) suggére
une dégradation de la chitine pariétale avec libération
d’oligoméres de chitine, (x 26 000).

Figure 13. Observation en microscopie électronique de
feuilles de manioc résistant infectées par Xanthomonas
campestris pv. manihotis. Marquage des composés
phénoliques par une enzyme (la laccase) conjuguée a I'or
colloidal. Les particules d’or sont localisées sur la lamelle
moyenne (Im) et la paroi primaire (p), (x 24 000).
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Si lI'approche enzyme-or apparait comme extré-
mement séduisante, elle nécessite cependant un
travail préalable et incontournable de purification de
protéine, limitant a priori I'accessibilité a cette
méthodologie.

Enfin, I'exposé de ces approches moléculaires ne sau-
rait étre complet si I’on n’évoquait les techniques
d’hybridation in situ. Dans la problématique de
Iidentification des réactions de défense des plantes,
elles apportent sans conteste des informations pré-
cieuses relatives a la cinétique de I’expression des
génes par la caractérisation des ARN messagers
(BRANGEON, 1996), permettant ainsi d’affirmer les
associations étroites pouvant exister entre les genes
de résistance et la présence plus ou moins précoce de
certaines protéines. C’est le cas, notamment, des
recherches portant sur les génes impliqués dans la
réaction hypersensible, manifestation cellulaire
extréme de la résistance des plantes aux attaques
microbiennes (GOODMAN et NOVACKY, 1994).

Conclusion

Dans ce chapitre, nous nous sommes attachés
a démontrer I'apport de la biologie cellulaire a la
compréhension des mécanismes de résistance des
plantes aux parasites. Les techniques modernes de |a
cytologie moléculaire permettent ainsi les opérations
suivantes :

— suivre in planta le devenir d’'une molécule au
cours d’une interaction ;

- en préciser la distribution a "échelle des tissus et
de la cellule ;

- la visualiser par rapport aux sites d’infection et de
localisation du parasite.

Aussi efficace que parait cette approche, elle présente
néanmoins un facteur limitant important qui réside
dans la préservation du matériel végétal durant ia
préparation des échantillons pour I’observation
microscopique. C’est particuliérement évident pour
les étapes de fixation, pour lesquelles les techniques,
fondées sur I'utilisation du froid (cryo-fixation) sous
haute pression, évitent les artefacts possibles pouvant
se produire lors de la fixation chimique.

Il faut, en outre, conserver a I’esprit que la micro-
scopie génére |'information sous forme d’images qui,
en elles-mémes, ne constituent qu’un instantané
d’une situation particuliére. Dans une stratégie
d’étude des interactions plante-parasite, elle occupe
une place essentielle, a condition qu’elle s’insere
dans un dispositif plus large comprenant des
approches biochimiques, moléculaires, voire immu-
nologiques. C'est vrai au plan fondamental pour une
meilleure compréhension des mécanismes étudiés,
c’est vrai aussi au ptan technologique pour I'obten-

tion de ces outils performants que sont les sondes
moléculaires.
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Discussion

Les flavonoides

Les flavonoides appartiennent au groupe des
composés phénoliques. Certains sont constitutifs alors
que d’autres sont induits aprés un traumatisme bio-
tique ou abiotique. Parmi les fonctions multiples
qu’elles occupent {reconnaissance, attractivité, stimu-
lateurs de croissance), ces molécules peuvent égale-
ment étre impliquées dans le systeme défensif des
végétaux comme signaux activateurs de génes ou en
tant que phytoalexines. Dans ce dernier cas, on a pu
démontrer in vitro l'action antimicrobienne de
certaines d’entre elles sur un grand nombre de micro-
organismes (champignons, bactéries, nématodes...).

Les sites de production des phytoalexines

lls sont bien entendu synthétisés dans le cytoplasme
des cellules de tissus infectés. Dans le cas du coton-
nier infecté par les champignons vasculaires Verticil-
lium ou Fusarium, ou par une bactérie foliaire,
Xanthomonas campestris pv. malvacearum, deux sites
de production des terpénoides dérivés du gossypol
ont été mis en évidence sur le plan cellulaire : les
cellules parenchymateuses du phloéme et celles
associées aux vaisseaux du xyléme.

Mise en évidence d’anthocyanes

Dans les modéles décrits, aucune production
d’anthocyanes n’a été caractérisée, méme si ces
molécules sont connues pour intervenir dans d’autres
modeles plantes-parasites.

Tolérance et résistance des végétaux

Ces deux notions différent dans leur définition. La
tolérance est une notion essentiellement agrono-
mique reposant sur des variations dans le rendement
en fonction du degré de maladie, mais les anglo-
phones utilisent également le terme de tolérance dans
le cadre des interactions plantes-micro-organismes.

La résistance a un fondement génétique qui repose
sur le concept géne pour gene, pour lequel le(s)
gene(s) de résistance de la plante s'oppose(nt) a un
géne d’avirulence du parasite.

Dans le cas d’une interaction incompatible, la résis-
tance résulte de |'expression d'un ou de quelques

genes ; elle se traduit par une réaction de type hyper-
sensible (exemple : la bactériose du cotonnier). Ces
génes gouvernent I'activation de signaux impliqués
dans la mise en place de la réaction hypersensible ou
le déclenchement des réactions de défense. Dans le
cas d’une interaction compatible, I’absence de ces
geénes de résistance de la plante conduit a des degrés
d’infection variables résultant de la manifestation
essentielle de génes de défense. Parmi ces derniers,
citons ceux qui codent pour la synthése de molécules
impliquées dans le renforcement des parois cel-
lulaires : lignine, subérine, callose, HRGP. Alors que
d’autres codent pour la synthése de protéines reliées
a la pathogenése (PR-protéines), telles les chitinases
ou les glucanases, ou pour la production de
composés phénoliques comme les flavonoides ou les
dérivés cathéchiques. L'efficacité des réactions
de défense varie en fonction de I’environnement, du
cultivar et, surtout, des micro-organismes pathogeénes,
dont certains ont la capacité de contourner ces
réponses.

Une bonne connaissance des mécanismes de résis-
tance des plantes associée a la maitrise des tech-
niques de transgénose permet de disposer de plantes
transgéniques dans lesquelles ont été introduits des
génes de résistance a certains microbes (bactérie et
champignon).

Quel est le coiit énergétique des mécanismes
de défense pour la plante ?

La différenciation de réactions de défense sollicite
plusieurs métabolismes, souvent au détriment des
fonctions physiologiques essentielles de la plante
(croissance, photosynthése, respiration, reproduction,
stockage de substances de réserve). La synthése de
novo de molécules antimicrobiennes ou la mise en
place de mécanismes de cicatrisation exige une
consommation d’énergie plus ou moins importante.
Bien que le métabolisme primaire ne puisse étre
fondamentalement altéré dans une situation d’in-
compatibilité entre la plante et son micro-organisme
pathogeéne, il a été démontré des détournements de
transfert de flux intéressant des éléments comme le
carbone et l'azote. Cependant, la production de
métabolites secondaires (composés phénoliques et
terpéniques, hormones de croissance...}, impliqués
dans la réponse de la plante a I’agression parasitaire,
peut se traduire par une diminution de la biomasse
végétale, une réduction des substances de réserve
ou une diminution de Vefficacité des processus
physiologiques.

D’une maniére générale, il est difficile de quantifier
de telles perturbations physiologiques en termes de
consommation d’énergie car la plante cherche, dans
la mesure du possible, a établir la situation

d’équilibre énergétique la plus favorable a son
développement.
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