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Introduction générale : de quoi parle-t-on ? Quelles sont les questions ? Quelles sont les principales approches

Les questions relatives au stress chez les végétaux préoccupent des scientifiques aux compétences diverses avec des champs thématiques et des approches parfois très différentes. Il n’est pas inintéressant d’en dresser ici un bref aperçu afin d’avoir une vision la plus large possible. 

Stress abiotiques/ Stress biotiques

Une ligne de démarcation très courante en milieu académique, partage les travaux sur le stress abiotique et ceux sur le stress biotique. Pourtant, d’un point de vue d’agronome et de sélectionneur, ces deux sortes de facteurs impactent de façon comparable le rendement et/ou la qualité de la production. Concrètement, il n’est pas toujours évident de savoir si des symptômes sont liés à un « désordre physiologique » (par exemple une carence minérale), ou à l’action d’un agent pathogène
. Par ailleurs, face à un certain nombre de stress abiotiques comme le déficit hydrique, carences en minéraux ou les attaques parasitaires, il existe des solutions culturales (irrigation, amendements, traitements phytosanitaires…) et des solutions génétiques (utilisation d’espèces appropriées aux conditions pédoclimatiques, amélioration variétale). De nombreux professionnels des filières de productions végétales sont donc compétents sur l’ensemble des stress affectant les plantes cultivées. De même, la plupart des améliorateurs travaillent à la fois sur des problèmes de stress abiotiques et de stress biotiques (auxquels s’ajoutent en plus des objectifs d’amélioration de la qualité). 

Cependant, il faut souligner qu’à travers les travaux d’amélioration génétique par sélection conventionnelle
, on a constaté depuis près d’un siècle que de nombreuses résistances aux bioagresseurs sont sous le contrôle de déterminismes monogéniques. Ces résistances sont donc facilement utilisables dans des plans de sélection. Autrement dit il est relativement « facile » (plusieurs années quand même) par des méthodes conventionnelles d’hydridation et de sélection d’introgresser le locus à partir d’un génotype sauvage ou peu productif, dans le génome d’une variété présentant une bonne aptitude agronomique. Au contraire les mécanismes de tolérance aux stress abiotiques reposent très rarement sur un seul locus. On doit faire appel dans les plans de sélection à des outils de génétique quantitative (travail beaucoup plus long). 

Assez rapidement également, les physiologistes qui se sont penchés sur les mécanismes sous-jacents aux résistances ont pu identifier des mécanismes biochimiques impliqués dans les tolérances aux stress abiotiques, ainsi que d’autres, différents, et spécifiquement impliqués dans les résistances aux stress biotiques. Les mécanismes de résistance à ces deux familles de contraintes sont fondamentalement distincts. En conséquence, petit à petit, d’un point de vue universitaire, des traditions scientifiques le plus souvent bien séparées se sont construites, avec leurs concepts, leurs méthodologies et leurs paradigmes… Il est à ce titre révélateur de comparer ce qu’on entend par physiopathologie et écophysiologie.
La physiopathologie est une discipline qui vise à comprendre les mécanismes impliqués dans l’apparition de symptômes de maladies chez les plantes. Théoriquement, cette discipline couvre les maladies causées par des stress abiotiques (intoxication par une excessive biodisponibilité de l’aluminium dans le sol, carences minérales, dégâts causés par le gel…
). Pourtant, très souvent, on considère concrètement que les physiopathologistes s’intéressent aux relations de sensibilité et de résistance entre les plantes et les bioagresseurs. 

L’écophysiologie est quand à elle une discipline qui vise à comprendre les relations des plantes avec leur environnement. La plupart du temps cependant, on considère dans le domaine végétal que l’écophysiologie traite des problèmes de réponse aux fluctuations de paramètres abiotiques. 

Le stress vu du point de vue de l’écologie ou du point de vue de l’agronomie

Point de vue agronomique

La question de la résistance ou de la tolérance aux stress rejoint le problème agricole concret de la stabilité des rendements. D’un point de vue agronomique, le travail sur le stress doit avoir pour objectif de donner des solutions pour 

· mieux définir les itinéraires techniques 

· faciliter les processus de sélection variétale (mieux cibler les phénotypes recherchés, identifier des caractères génétiques pertinents et rendre possible leur fixation dans des génotypes présentant par ailleurs de bonnes performances agronomiques)

Du point de vue agronomique, la tolérance au stress va se mesurer par l’impact du stress sur le rendement (graines, parties végétatives, dépendamment des cultures) et/ou la qualité des produits.  

On peut souligner ici un détail de vocabulaire qui distingue les ecophysiologistes des physiopathologistes : 

· La résistance à un agent pathogène correspond à l’ensemble des mécanismes qui concourent au niveau de la plante hôte à diminuer la « fitness » (succès reproducteur, multiplication) de l’agent pathogène. Objectivement, quand on mesure des symptômes d’infections, on établit des échelles de notation (basées par exemple sur l’étendue des nécroses foliaires, le diamètre des galles racinaires….) qui correspondent généralement au succès de l’agent pathogène. 

· Au contraire, la notion de tolérance à un agent pathogène (ou autre bioagresseur) est s’évalue par la mesure de la baisse de fitness (dans le cadre de l’écologie) ou la chute de rendement/qualité (dans un cadre agronomique) occasionnée par le bioagresseur. Tolérance et résistance ne sont pas des caractères automatiquement liés. Citons l’exemple extrême où la résistance à un agent pathogène se fait au prix d’un effort métabolique qui se traduit par une forte réduction du rendement en graines, tandis que l’infection d’une plante sensible ne se traduit pas par une baisse de rendement en graines.

Pour les écophysiologistes, le terme de résistance correspond en général à une forme limite de la tolérance, autrement dit c’est la situation où pour un génotype donnée et dans une gamme de variations environnementales données, le facteur de stress étudié n’a pas d’impact sur la plante.  

Point de vue écologique

Les paramètres environnementaux sont des facteurs majeurs pour expliquer la répartition des communautés végétales. Les températures, le pH du sol et les précipitations déterminent très largement la présence de telle ou telle espèces dans un milieu. D’un point de vue écologique et évolutif, le travail sur le stress a pour objectif 

· identifier la nature et l’intensité des facteurs de stress

· relier la présence d’espèces dans tel ou tel milieu à des mécanismes de tolérance ou de résistance

· dans le cas du stress biotique, caractériser le jeu évolutif entre différents partenaires

· proposer des modèles permettant de prédire l’évolution d’un écosystème si on propose un scénario de modification d’un paramètre (exemple : si on double les teneurs en C02 et que la température augmente de 3°C, quelle espèce est susceptible de devenir invasive dans un milieu donné ?)

De ce point de vue écologique, la tolérance ou la résistance au stress va se mesurer par l’impact du stress sur la fitness, autrement dit sur la capacité des individus à se multiplier et/ou à avoir une descendance (penser à l’importance de la reproduction végétative chez les végétaux).  

Importance du mode d’évaluation de la tolérance ou de la résistance

Concrètement, le choix d’une méthode d’évaluation de la tolérance à un stress peut aboutir à des divergences importantes selon l’optique retenue. Par exemple, beaucoup d’espèces dites extrémophiles sont caractérisées pas des croissances particulièrement lentes : le métabolisme CAM des cactées est extrêmement efficace pour faire face au stress hydrique. Ces plantes supportent des épisodes aigus de stress et peuvent croitre et se reproduire sous des contraintes importantes. En l’absence de compétition, cette stratégie évolutive est payante d’un point de vue de la fitness. En contrepartie cependant, les croissances sont extrêmement lentes, et ce mécanisme n’est pas intéressant d’un point de vue agronomique. 

Autre exemple : pour beaucoup d’espèces d’intérêt agronomique, l’impact d’un épisode de stress hydrique sur le rendement en graines est important si cet épisode a lieu au cours de l’épiaison ou le remplissage des graines, mais pourra être mineur si l’épisode survient aux stades précoces. Si on fait de l’amélioration génétique, on voit bien les limites d’une approche qui consisterait à de faire pousser différents génotypes de maïs en culture in-vitro sur des milieux contenant des potentiels hydriques de plus en plus bas (stress osmotique) et d’identifier le génotype tolérant.  

Dernier exemple : A l’aide d’une caméra infrarouge, il est possible de mesurer la température à la surface de feuilles sur des collections de génotypes. On peut ainsi identifier des génotypes dont la température foliaire est plus basse en situation de contrainte hydrique. Cette capacité de refroidissement reflète l’absence de fermeture des stomates. Questions : cette absence de régulation stomatique va-t-elle provoquer une sensibilité accrue à la contrainte hydrique ? Au contraire, révèle-t-elle une tolérance à la contrainte hydrique qui se traduit par un délai dans la fermeture des stomates ? Dans le cas de plantes C3, le fait de retarder la fermeture stomatique en situation de contrainte courte permet-il à la plante de maintenir une activité photosynthétique ? D’un point de vue de la croissance végétative et du rendement agronomique, le mécanisme peut être intéressant. En revanche, si le stress se prolonge, il est possible que le génotype maintenant son activité physiologique en dépit de la contrainte, soit défavorisé. Il est clair que dépendamment des modèles, de la durée et de l’intensité des stress hydriques, les réponses à ces questions sont différentes. 

Enjeux actuels

Que ce soit pour les agronomes ou les écologues, les bouleversements climatiques actuels et la dégradation des milieux (naturels et agricoles) rendent particulièrement aigüe la question de la compréhension des relations entre les plantes et leur environnement fluctuant. On peut citer quelques exemples emblématiques :

Point de vue agronomique

· L’hypersalinisation des sols irrigués pousse vers la recherche de nouveaux génotypes tolérants au sel

· Les carences en fer sur les sols calcaires poussent vers la recherche de génotypes efficaces pour l’assimilation du fer

· Les épisodes de plus en plus fréquents de sécheresse poussent à l’obtention de génotypes tolérants pour les grandes cultures 

· Le contournement en quelques années par les populations de pathogènes des résistances à déterminisme monogénique pousse à l’identification de solutions culturales et génétiques permettant des résistances durables (sur des dizaines d’années)

Point de vue écologique

· L’augmentation des niveaux de CO2 et des températures va bouleverser la dynamique des populations, l’écophysiologie est-elle capable de donner des outils qui participent à la prévision des évolutions à venir ? 

· La prise de conscience du nombre de sites pollués pose la question de la restauration. La compréhension des mécanismes physiologiques de tolérance aux xénobiotiques peut-elle permettre d’être plus efficace dans les choix techniques ? 

· La caractérisation biochimique des pollutions à faible dose sont souvent couteuses. L’utilisation d’espèces bioindicatrices peut être une solution moins coûteuse à condition d’être fiable. La compréhension des mécanismes sous-jacents à la toxicité et à la tolérance aux polluants peut contribuer à cela. 

 Positionnement de l’écophysiologie moderne vis-à-vis des approches agronomiques et écologiques
Historiquement, on peut distinguer 

· Les approches d’écophysiologie moléculaire fondamentale qui s’intéressent aux mécanismes biochimiques qui régulent les réponses aux stress chez des plantes modèles comme Arabidopsis thaliana : contrôle de l’ouverture/la fermeture stomatique, régulation de la biosynthèse de l’acide abscissique, identification de récepteurs à l’acide abscissique, transduction du signal, régulations transcriptionnelles impliquées dans les réponses métaboliques d’acclimatation. 

· les approches d’écophysiologie qui s’intéressent aux aspects fondamentaux et écologiques de la tolérance aux stress dans des plantes tolérantes Par exemple, quels sont les spécificités du métabolisme des mousses qui leur permettent de supporter des épisodes de déshydratation aussi poussés sans subir de dommage cellulaires ? Quelles molécules osmoprotectrices particulières sont accumulées chez ces plantes et qu’on ne retrouve pas dans des plantes sensibles ? Les progrès techniques font qu’aujourd’hui les outils moléculaires développés sur Arabidopsis sont utilisés sur des plantes extrémophiles modèles.

· les approches d’écophysiologie qui s’intéressent aux aspects agronomiques de la tolérance au stress. Par exemple : quel paramètre de tolérance au froid sera le plus pertinent pour faire un travail de sélection sur le pois fourrager ? comment mettre en place mon test ? Comment fonctionne le métabolisme C4 chez le maïs et quels enseignements en tirer pour la gestion de l’arrosage ? 

Les développements biotechnologiques ont récemment largement rapproché les approches écophysiologiques des approches génétiques. Depuis près de 10 ans, la plupart des travaux sur les mécanismes cellulaires et biochimiques aux stress ont eu pour vocation affichée la possibilité à terme d’arriver à l’amélioration variétale en plaçant la transgénèse comme évidence. Au-delà des débats et des prises de position, il s’agit d’ouvrir les yeux sur ce qui se pratique mondialement dans ces domaines de recherches. D’un point de vue pragmatique et pour caricaturer un peu on pourrait résumer la situation ainsi : l’étude de la tolérance à la déshydratation chez les mousses est passée en quelques années du statut de recherche fondamentale par excellence (et de passe temps d’universitaires passant pour être déconnectés des réalités économiques), à un statut de recherche complètement appliqué. Cette recherche appliquée relève aujourd'hui de l’activité de structures privées de recherches qui sont présentées comme les fers de lance des stratégies d’amélioration végétale pour les plus grandes compagnies de semenciers (cf sociétés Metanomics en Allemagne, et CropDesign en Belgique dans le cadre de la R&D de BASF et Monsanto sur le développement de variétés tolérantes au stress hydrique). On peut multiplier les exemples sur les extrémophiles adaptées aux stress salins, aux métaux lourds ….mais également sur les non-extrémophiles.

Dans les domaines écologiques, également, les biotechnologies permettent de tester des hypothèses de façon particulièrement élégantes. Par exemple, on peut savoir si l’accumulation de tel ou tel métabolite secondaire par une plante limite effectivement les attaques d’un bioagresseur, en faisant appel à des mutants et des lignées de surexpresseurs. 
Mise au point sur le vocabulaire
La question du vocabulaire et des définitions relatives au stress biologique est un véritable casse-tête parfois décourageant. La plupart des végétalistes utilisent la terminologie de Levitt, qui est fondée sur les définitions et concepts utilisés en physique des matériaux. 
Définition de Levitt : le « stress » provoque le « strain »

Pour les physiciens anglosaxons, le « stress » représente une force exercée sur une surface (donc le stress est exprimé en Pa) et se traduit par une « strain » dont la mesure correspond à la mesure de la déformation du matériau soumis au « stress ». On peut distinguer une gamme de stress pour laquelle le rapport strain/stress est linéaire et la déformation est réversible, un point au-delà duquel la déformation devient irréversible  et un point de rupture.
La transposition au monde biologique proposée par Levitt est assez intéressante. Le ‘stress’ correspond aux variations environnementales susceptibles d’être défavorables, le ‘strain’ correspond aux modifications physiologiques et biochimiques. Parmi les stratégies possibles pour la plante : éviter le stress, éviter le « strain » ou tolérer le « strain ». Cette façon de décomposer peut permettre de mieux comparer les stratégies de différentes espèces. Par exemple, entre deux espèces de Nouvelle Calédonie tolérantes au Ni, l’une va limiter activement l’absorption racinaire de nickel (éviter le « strain »), et une autre – hyperaccumulatrice – va tolérer l’accumulation de larges quantités de nickel au sein de ses cellules (elle tolère le « strain »).  
Solution français 1 : la contrainte provoque le stress

La traduction en français rend très confuse cette terminologie : les physiciens francophones utilisent le terme de « contrainte » pour traduire « stress » et « déformation » pour traduire « strain ». Un certain nombre de biologistes parlent donc de « contraintes environnementales » ou de « situations environnementales contraignantes », et la logique voudrait qu’on parle également de déformations, mais ce terme est en réalité très peu utilisé. Pour évoquer la déformation, beaucoup vont donc utiliser le terme de stress. La contrainte provoque alors du stress. Si on rappelle que le mot « stress » anglais a pour origine la notion de « détresse », on peut voir une certaine cohérence dans cette acception du vocabulaire. Cette définition rejoint certaines définitions médicales du stress, mais dans ce cas le stress est parfois compris comme une réponse intégrée de l’organisme à une situation de contrainte, ce qui n’est pas tout à fait aussi neutre que la notion de déformation. 

Solution français 2 : le stress  provoque la contrainte

A l’opposé de la solution 1, bon nombre de végétalistes ont décidé de conserver stress pour traduire « stress » et de traduire « strain » par contrainte. Cette fois ci le stress provoque les contraintes. 
Solution 3 : le facteur de stress provoque le stress et la réponse de stress

Une solution alternative aujourd’hui très souvent utilisée dans la littérature anglo-saxonne est de parler de facteurs de stress et de réponses de stress. Assez souvent, les auteurs vont faire un raccourci en parlant de stress pour parler soit du facteur de stress, soit de ses conséquences, et c’est alors au lecteur de décrypter en fonction du contexte. On peut regretter les ambigüités associées à ces approximations lexicales, mais il faut reconnaitre que cette pratique est extrêmement répandue dans la littérature académique aussi bien que non-académique.
Dans les différents ouvrages comportant un chapitre sur le stress (Hopkins, Taiz…), on peut parfois noter des incohérences entre les paragraphes de définitions et certains éléments suivants dans le texte. Pour conclure, étant donné le flou généralisé, il est toujours préférable de préciser le vocabulaire qu’on souhaite employer. J’utiliserai dans ce document souvent la solution 2 par soucis de cohérence avec les usages de notre équipe pédagogique, mais aussi parfois, lorsqu’il s’agit d’être sûr qu’il n’y ait pas de confusion, les termes anglais entre guillemets « stress » et « strain ».
Classification des mécanismes de tolérance aux « stress »
Levitt a défini les mécanismes de tolérance aux stress à partir de la distinction entre  «stress » et « strain ». Il distingue :

· les mécanismes qui permettent à une plante d’éviter le « stress » : on parle alors d’échappement

· les mécanismes qui permettent de tolérer le « stress ». On distingue alors :

· Les mécanismes qui permettent l’évitement du « strain »

· Les mécanismes qui permettent la tolérance au « strain »

Exemples de mécanismes d’échappement :

· Stratégie des éphémérophytes, plantes de milieux arides dont le cycle de vie est réduit à quelques jours et dont la germination est déclenchée par épisodes pluvieux courts, irréguliers et de faible intensité. Les plantes en développement ne sont pas confrontées directement au stress hydrique. Dans le même ordre d’idée, les plantes annuelles de régions froides dont le cycle est réduit à une courte saison estivale et qui passent l’hiver sous forme de graines.
· Résistance du blé à l’ergot (une maladie du seigle causé par l’agent pathogène Claviceps purpurea), lié à une différence dans la durée d’ouverture des glumes, conduisant à une impossibilité physique pour les spores du champignon de provoquer la contamination. 

Exemples de mécanismes de tolérance au « stress » par évitement du « strain »
· Face à une contrainte hydrique, de nombreuses espèces tolérantes développent des racines très profondes capables d’assurer l’alimentation hydrique (exemple classique de la luzerne). La plante fait face au « stress » mais la plante ne ferme pas ses stomates, poursuit une activité photosynthétique, le contenu relatif en eau dans ses tissus ne diminue pas…. 

· La tolérance aux métaux phytotoxiques (nickel, aluminium…) peut être associée à des mécanismes d’exclusion racinaire liés à l’actitivés de transporteurs membranaires. Le « strain » que représente l’accumulation de métaux dans les tissus est évité. Une partie des espèces hypertolérantes aux métaux et au NaCl (espèces halophytes) font appels à de tels mécanismes, on parle d’ « excluders ». 

Exemples de mécanismes de tolérance au « stress » par tolérance au « strain »

· D’autres espèces hypertolérantes vont au contraire accumuler des métaux (Principalement Ni, Se, Zn, Cd) à des niveaux qui seraient largement phytotoxiques pour la plupart des espèces. Ces métaux sont stockés sous forme de conjugués avec des petites molécules organiques (glutathion, histidine, phytochélatines…) au niveau vacuolaire ou apoplastique, dans les tissus foliaires et souvent au niveau des trichomes. On parle alors de stratégie de type « includer ». 
 On retrouve des stratégies d’accumulation chez certaines plantes halophytes. 
· Parmi les mécanismes de tolérance aux températures élevées, on trouve l’induction de protéines de choc thermique (Heat Shock Proteins ) dont certaines sont impliquées dans des fonctions de chaperonnage (ici : le maintien de l’intégrité d’un complexe protéique essentiel au fonctionnement cellulaire) ou dans des processus de dégradation de protéines endommagées (ubiquitine). 
· La plupart des « strain » conduisent d’une façon ou d’une autre à une augmentation de la production d’espèces actives de l’oxygène, et à ce qu’on a coutume d’appeler le stress oxydatif, qui correspond alors à un stress secondaire susceptible d’endommager la plupart des macromolécules (lipides, protéines, ADN…). La plupart des réponses aux « stress » incluent l’induction de processus impliqués dans la détoxication des espèces actives de l’oxygène. Il s’agit bien alors de mécanismes de tolérance au « strain ». 

Cette distinction entre évitement et tolérance « réelle » est très souvent invoquée dans les ouvrages et les articles scientifiques, il faut donc la connaitre. Reconnaissons quand même les limites qui sont liées aux définitions et aux choix des paramètres observés :

· Si le « stress » correspond à force sur une surface, la diminution de la surface diminue le « stress » et pourrait correspondre à de l’échappement 

· réduction de la surface foliaire en milieu aride, mais on considère généralement que c’est de l’évitement du « strain » car la plante est réellement confrontée à l’atmosphère sèche

Principaux mécanismes biochimiques de tolérance aux stress abiotiques

L’ambition sous-jacente à ce titre est potentiellement quasiment illimitée au vu du nombre de stress abiotiques et de la variété des mécanismes identifiés chez toutes sortes d’espèces. De très nombreux ouvrages font largement état des adaptations morphologiques (abondance de trichomes permettant une diminution du stress lumineux, morphologie foliaire de l’ajonc permettant de réduire les niveaux de transpiration, aérenchymes permettant d’éviter l’hypoxie racinaire en milieu inondés chez le riz ou les palétuviers… Nous ne pourrons pas revenir dessus ici et faisons le choix de focaliser sur les aspects biochimiques des réponses aux stress abiotiques. Je me propose donc de faire le point sur les stress les plus structurants d’un point de vue écologique et les plus pertinents d’un point de vue agronomique. Nous essaierons alors de décrire les principaux mécanismes biochimiques de tolérance connus. La vitesse à laquelle les travaux de recherche avancent sur ces domaines est considérable. Les niveaux d’approche deviennent de plus en plus fins et techniques : approches transcriptomiques, métabolomiques, dissection fine des voies de signalisation à l’aide de mutants affectés pour tel ou tel partenaire biochimique (facteur de transcription, protéine kinase, phosphatase ou récepteur membranaires, récepteurs intracellulaires….). Il reste important de connaitre avant tout les fondamentaux, à savoir les mécanismes identifiés depuis longtemps, décrits dans la plupart des ouvrages d’enseignement, et qui sont encore au cœur des paradigmes actuels, avant d’aborder les derniers raffinements.
Les facteurs abiotiques reconnus comme étant les plus structurants d’un point de vue macroécologique sont, en premier lieu, la température et deuxième lieu à égalité la disponibilité de l’eau et la nature du sol (pH). A titre d’exemple on peut citer la flore forestière de Rameau, qui au sein d’un régime de température donné va proposer une grille de lecture à deux entrées : pH et humidité  (xérophiles hygrophiles et acidiphiles/calcicoles). 

Stress hydriques

Nous ne traiterons pas ici des stress associées aux inondations (excès d’eau), la notion de stress hydrique renvoie en réalité le plus souvent stress de carence hydrique. 

Les pertes agricoles causées par les stress hydriques font partie des enjeux majeurs de l’amélioration au niveau mondial. L’annonce récente par une entreprise semencière de la mise sur le marché d’ici à quelques années de variétés de maïs transgéniques tolérants à la sécheresse est un évènement majeur dans le domaine de l’amélioration génétique, évènement qu’il convient de considérer quelles que soient les réticences qu’on peut avoir sur ces technologies. 

On peut distinguer plusieurs types de stress de carence hydrique : 

· la carence associée à défaut d’alimentation au niveau racinaire, causée par une sécheresse ou par la composante osmotique d’une contrainte saline

· la carence liée à une forte perte d’eau au niveau foliaire, causée par la chaleur, le vent une faible humidité relative, un défaut de régulation de la fermeture des stomates causé par une infection par un pathogène…

Les désordres cellulaires (« strain ») liés directement à la perte d’eau sont :

· la déstabilisation de complexes macromoléculaires, en particulier au niveau des structures membranaires 

· la perte de turgescence et ses conséquences négatives sur la capacité d’extension cellulaire

On peut distinguer des mécanismes d’acclimatation survenant sur :
· Quelques minutes : Fermeture des stomates

· Quelques heures : Accumulation de solutés compatibles

· Quelques jours : 

· modification de l’architecture foliaire et racinaire

· Modulation de la plasticité pariétale

· Mobilisation des ressources : feuilles ( racines ou fructifications. Le stade phénologique de remplissage des graines est généralement un stade très sensible à la contrainte hydrique, puisque la croissance racinaire est souvent défavorisée au détriment de la maturation des graines. Ceci a pour conséquence d’empêcher l’accès racinaire à des zones du sol plus humides.

La fermeture des stomates va entrainer des contraintes secondaires

· Augmentation de T° foliaire 

· Carences minérales liées à un défaut d’absorption et de translocation 

· Baisse de la disponibilité en CO2 
· Impact sur le cycle de Calvin

· Accumulation d’intermédiaires réduits dans les CTE ( Photoinhibition ( stress oxydatif au niveau des photosystèmes

La perte d’eau cellulaire (diminution du contenu relatif en eau dans les tissus) si elle se produit va également entraîner des contraintes secondaires 

· Accumulation incontrôlée d’espèces actives de l’oxygène ( dégradation de macromolécules (protéines, membranes, ADN..) par oxydation 

On peut citer certaines adaptations permettant la tolérance à ces contraintes secondaires

· Evitement de la baisse de disponibilité en CO2 ( Métabolisme C4 et CAM

· Enzymes thermotolérantes

On peut citer également quelques mécanismes d’acclimatation permettant la tolérance à ces contraintes secondaires  

· Dissipation de l’énergie lumineuse

· Dissipation thermique

Dissipation de chaleur par le cycle des xanthophylles (mécanismes complexes et mal compris)

· Dissipation chimique

· Consommation d’e- par le cycle de Mehler = « cycle water/water »

· Consommation de NADPH par la photorespiration 

· Limitation des conséquences cellulaires du stress oxydatif

· Synthèse d’antioxydants et d’enzymes antioxydantes

· Protéolyse / néosynthèse de protéines et lipides dégradés

· Principaux acteurs signalétiques des réponses d’acclimatation

· Réponses dépendant de l’acide abscissique + réponses indépendantes de l’ABA 

· Calcium, canaux ioniques et transporteurs membranaires, protéines phosphatases et protéines kinases

· Facteurs de transcription : AREB et DREB 

· Régulations transcriptionnelles 

· Biosynthèse de l’ABA

· Synthèse et transport de solutés 
· Synthèse de protéines LEA
Stress thermique (chaleur)

Parmi les mécanismes biochimiques de tolérance à la chaleur,  il faut citer :

· La transpiration, un mécanisme simple et efficace qui met à profit l’énergie d’évaporation de l’eau pour refroidir les feuilles. La fermeture des stomates provoque des augmentations de température de plusieurs degrés.  

· Le métabolisme C4 : Avec l’élévation de la température, la solubilité du CO2 diminue plus vite que celle de l’O2. Le « gaspillage » énergétique que représente l’activité oxygénase de la Rubisco est accentué. Les mécanismes de concentration du CO2 dans les plantes en C4 (maïs, canne à sucre…) permettent d’éviter cette contrainte. 

· Chez les plantes adaptées aux milieux arides chauds (souvent des C4), on peut constater que de nombreuses activités enzymatiques sont plus thermotolérantes que chez des espèces proches mais adaptées à des milieux tempérés

· L’induction de protéines de choc thermique (Heat Shock Proteins), dont certaines jouent des rôles de chaperonnage d’enzymes clés du métabolisme en évitant leur dénaturation sous l’effet de la chaleur. D’autres HSP sont impliquées dans les processus de dégradation/réparation des macromolécules endommagées.  

· La modulation des proportions en acides gras membranaires saturés/insaturés, en particulier dans les membranes chloroplastiques, passe parmi les mécanismes majeurs d’acclimatation et d’adaptation aux températures extrêmes. Une forte proportion d’acides gras saturés dans les lipides membranaires aura tendance à apporter de la stabilité sous une contrainte chaleur. 

Stress thermique (froid)

Renvoyons ici à la lecture de l’excellent chapitre consacré aux stress abiotiques dans l’ouvrage de Hopkins (De Boeck Ed. pour l’édition française). Il faut retenir que la principale conséquence du froid non gélif concerne la baisse de fluidité membranaire et son impact sur le fonctionnement des activités photosynthétiques et respiratoires. La principale adaptation connue concerne les ratios acides gras saturés/insaturés au niveau des lipides membranaires.

Mais la problématique majeure liée au froid concerne la tolérance au gel qui détermine largement la distribution géographique des espèces végétales. 

Le mécanisme de tolérance le plus classique repose sur l’évitement de la congélation (évitement du strain) au niveau intracellulaire. Le refroidissement progressif des tissus ne provoque pas immédiatement à la congélation du contenu cellulaire riche en solutés et pauvre en points de nucléation (maintien en état de surfusion), mais provoque dans un premier temps une congélation de l’apoplaste, pauvre en solutés et dont le point de congélation est souvent élevé (entre -10 et 0°C). Cette congélation a pour conséquence une élévation transitoire de température (premier exotherme) et une fuite d’eau cytoplasmique qui concentre les solutés cellulaires et abaisse encore le point de congélation intracellulaire. Si la descente en température se poursuit en dessous de ce point de congélation, la formation de cristaux à l’intérieur des cellules provoquent des dommages irréparables. 

Certaines plantes (dont l’espèce modèle Arabidopsis) soumises à une période préalable de froid non gélif peuvent mettre en place des processus d’acclimatation et supporter ensuite abaisser leur point de congélation de plusieurs degrés. Les voies signalétiques impliquées dans l’acclimatation au froid sont partiellement recouvrantes avec celles associées aux réponses aux stress hydriques : accumulation de solutés compatibles, implication de l’acide abscissique et implication des mêmes facteurs de transcriptions. 

Dans les bourgeons de certains arbres, l’évitement de la congélation peut fonctionner jusqu’à des températures de l’ordre de -40°C, on parle alors de « deep supercooling » ou surfusion accentuée. La limite de -50°C correspond au point de congélation spontanée de l’eau en l’absence de point de nucléation. 

Enfin, certains arbres comme le bouleau, le saule et le peuplier tremble, peuvent suite à des processus d’acclimatation, supporter des températures bien inférieures à -50°C ce qui suggère que des mécanismes de tolérance différents de la surfusion accentuée sont en œuvre (il s’agirait de tolérance au « strain ») mais ceux-ci sont encore mal connus. 

Carences et toxicités métalliques 

Le pH des sols est un facteur fort de structuration des populations végétales. Les principaux effets concernent la nutrition et la toxicité minérale. 

pH acides et toxicité de l’aluminium

A pH acide, une des contraintes principales est représentée par la biodisponibilité importante de l’aluminium, un élément omniprésent
 mais dont la solubilité est largement déterminée par le pH. Les plantes calcicoles sont souvent des plantes particulièrement sensibles à la toxicité de l’aluminium. Les plantes acidophiles sont souvent tolérantes à l’aluminium. 

Il existe souvent une grande variabilité génétique sur le caractère de tolérance à l’aluminium au sein d’une même espèce. Les niveaux tolérés entre les génotypes de blé les plus sensibles et les génotypes les plus tolérants diffèrent d’un facteur 10. Il a été montré que dans plusieurs cas les tolérances sont à déterminisme monogénique, ce qui doit être souligné comme une exception dans le domaine de la tolérance aux stress abiotiques. Chez le blé, le maïs et le haricot, il a été montré que la tolérance est associée à l’induction par l’aluminium de l’efflux de malate ou de citrate au niveau des apex racinaires. Ces molécules complexent les cations  Al3+ et les rendent non-biodisponibles
.

Il faut souligner ici l’existence d’une autre stratégie de tolérance aux métaux lourds développée en particulier par les espèces hyperaccumulatrices telles que Arabidopsis halleri, Sebertia acuminata
 et qui consiste à accumuler les métaux à des niveaux élevés dans les tissus aériens, en particulier souvent au niveau des trichomes, sous forme de chélats avec par exemple de l’histidine, du glutathion ou des phytochélatines (des polymères de glutathion, riches en résidus soufrés).  

pH élevés et carences en fer

A pH basique, la contrainte principale réside dans la faible biodisponiblité du Fe. Beaucoup de plantes acidophiles ont des capacités limitées de remobilisation du Fe insoluble. Au contraire les plantes tolérantes aux sols à pH basiques présentent souvent des mécanismes biochimiques permettant la remobilisation du Fe. On distingue deux « stratégies ». 

· La stratégie I correspond à l’induction d’enzymes membranaires capables de réduire le Fe(III) en Fe(II) et à l’induction en parallèle de transporteurs membranaires de Fe(II)  de forte affinité. 

· La stratégie II, présente uniquement chez les graminées, consiste à secréter des peptides de faible poids moléculaire d’origine non-traductionnelle (condensation enzymatique de quelques acides aminés), les phytosidérophores. Ces molécules qui ont une haute affinité pour le Fe(III) vont permettre sa remobilisation dans le sol, et au niveau racinaire des transporteurs membranaires vont permettre l’absorption des complexes Fe-Sidérophores. 

A l’inverse du blé et du maïs, le riz n’exsude pas de grandes quantités de phytosidérophores, et il est très sensible aux carences en Fe. L’induction par transgenèse de la secrétion de phytosidérophores chez le riz confère une tolérance à cette contrainte.  

Mécanismes de résistance aux agents pathogènes

Notions préliminaires 

Relation hôte / non-hôte

Interactions compatibles/incompatibles
Résistance complète Verticale à déterminisme monogénique / Résistance partielle Horizontale à déterminisme polygénique
La sensibilité aux bioagresseurs doit être considérée comme l’exception, la résistance étant plutôt la règle. En effet, toutes les plantes ne sont pas sensibles à tous les bioagresseurs. 
Lorsque pour une espèce de plante, au génotype connu n’est sensible à aucune souche d’un agent pathogène, on va parler de relation « non-hôte ». Lorsque au moins certains génotypes d’une une espèce donnée sont sensibles à au moins certaines souches d’un agent pathogène donné, on parle de « relation hôte ». Dans le cadre de la relation hôte on parle d’interaction compatible pour les situations de sensibilité, et de d’interaction incompatible pour les situations de résistance.
Ces résistances dans le cadre de la relation hôte correspondent directement aux préoccupations d’amélioration des plantes dans un cadre agronomique, et ont donc été beaucoup plus étudiées que les mécanismes sous-jacents aux résistances non-hôte. 
On distingue enfin 

· les résistances totales (arrêt complet et précoce du développement de l’agent pathogène) des résistances partielles (ralentissement du développement du pathogène). 

· Les résistances spécifiques (anciennement appelées verticales) qui présentent une spécificité du gène de résistance vis-à-vis d’un nombre restreint de souches de pathogène, des résistances non-spécifiques (anciennement appelées horizontales) pour lesquelles la résistance est globalement aussi efficace pour l’ensemble des souches du pathogène.
· Les résistances à déterminisme monogénique de celles à déterminisme polygénique 

Le plus souvent, les résistances sont soit à la fois totales, spécifiques et à déterminisme monogénique ou au contraire partielles, non-spécifiques et à déterminisme polygénique. 

Défense basale

La notion de défense basale fasse l’objet de discussions intenses avec des définitions variables selon les auteurs. Nous appellerons ici défense basale, l’ensemble des mécanismes qui correspondent à la première ligne de défense d’une plante. La défense basale n’est généralement pas spécifique à un pathogène donné. Les mécanismes comprennent.
· De façon constitutive, des barrières physiques à la pénétration de pathogènes (cires) et des barrières chimiques (métabolites secondaires de type phytoanticipines tels que des composés phénoliques dans la matrice des cuticules, des glucosides cyanogènes, des glucosinolates chez les Brassicaceae, des glycoalcaloïdes chez  les solanacées, des saponines (ex : de la relation non-hôte entre l’orge et un pathovar (pv triticii) de l’agent pathogène du piétin verse)
· De façon inductible, des barrières physiques causées par l’accumulation de lignine et/ou de callose au niveau des sites d’infection, et des barrières chimiques causées par la néosynthèse localisée de métabolites secondaires et de protéines de défense. Parmi ces protéines de défense (PR-proteins pour Pathogenesis-Related proteins), on trouve par exemple des chitinases, impliquées dans la dégradation des parois des champignons pathogènes (attention, les parois les oomycètes, agents pathogènes non apparentés aux champignons, ne contiennent pas de chitine. Beaucoup de maladies importantes d’un point de vue agricole sont causées par des oomycètes (différents mildious…)
Le cas de figure où pour une espèce de plante, ces défenses basales ne sont pas contournées par aucune souche de l’agent pathogène, pourrait selon certains auteurs correspondre à de la relation « non-hôte »
. Cependant, il faut signaler que des auteurs extrêmement réputés et influents comme Jones et Dangl, ont une vision beaucoup plus restrictive de la défense basale et considèrent qu’elle correspond aux défenses mises en place dans une interaction compatible, c'est-à-dire les défenses résiduelles après suppression par les effecteurs du pathogène d’une part substantielle des réponses déclenchées par les PAMPs (cf ci après). Dans cette définition, la défense basale est insuffisante pour stopper le développement de l’agent pathogène mais peut contribuer au ralentissement de sa progression
. 
Il a été montré que l’induction de ces défenses basales à large spectre est souvent liée à la détection par les plantes de la présence de molécules, ou de patterns de molécules caractéristiques de la présence de pathogènes (PAMP pour Pathogen Associated Molecular Patterns). Par exemple la présence de fragments de chitine, de flagelline, une protéine caractéristique de certaines bactéries phytopathogènes peut déclencher des réponses de défense. C’est ce qu’on appelle la PAMP-triggered immunity (PTI). Plusieurs protéines membranaires impliquées dans la reconnaissance des PAMP ont été identifiées, en particulier la protéine FLS2, récepteur associé chez Arabidopsis à la perception de protéines bactériennes de type flagelline. 
Depuis quelques années, un certain nombre de sociétés commercialisent des produits qu’on qualifie de « stimulateurs de défenses naturelles » (SDN). Ces produits correspondent souvent à des formulations plus ou moins complexes de différents dérivés de déchets d’industries agroalimentaires ou d’algues. Une partie des effets observés correspond à des mécanismes de PTI. On retrouve par exemple des extraits plus ou moins purifiés d’algues, avec des polysaccharides qui peuvent être perçus comme des PAMP de par leur proximité biochimique avec des polysaccharides des parois de microorganismes. 

Contournement des défenses basales par l’agent pathogène et la compatibilité
Dans le cas de la relation hôte, les agents pathogènes sont capables de contourner les défenses basales. Ce contournement peut prendre plusieurs formes :

· Résistance/tolérance du pathogène (ou du bioagresseur) à un ou plusieurs métabolite secondaire

· Le pathogène peut synthétiser des petites molécules qui vont faciliter l’infection : on parle d’effecteurs. 
· Les effecteurs peuvent correspondre soit à des petites molécules solubles, on parle alors de phytotoxines. Il peut s’agir d’analogues de phytohormones qui peuvent permettre de détourner les réponses de défense. Par exemple la coronatine, un analogue fonctionnel du jasmonate est produite par la bactérie phytopathogène Pseudomonas syringae  pv tomato qui va induire chez Arabidopsis la voie signalétique de réponse au jasmonate au détriment de la voie de signalisation dépendant de l’acide salicylique. Des cytokinines produites par certains agents pathogènes biotrophes, peuvent participer à la création d’une niche cellulaire favorable à la croissance (développement de galles racinaires pour l’agent de la hernie des crucifères, ilots verts sur les feuilles de céréales atteintes de rouille brune)

· Les effecteurs peuvent également être de nature peptidique. Les modèles sur les bactéries phytopathogènes sont particulièrement bien documentés à ce sujet et il a été montré que dans le cadre d’une relation hôte, plusieurs dizaines d’effecteurs peptidiques peuvent participer à l’infection. Ces protéines facilitent l’infection, souvent en supprimant les réponses de défense. 

Le contournement par l’agent pathogène de la résistance basale de la plante hôte aboutit à des relations de compatibilité (sensibilité). 

On  peut distinguer deux solutions pour la plante :

· Résister à la phytotoxine ou diminuer l’action des effecteurs. Le modèle le plus connu concerne la résistance du maïs à l’agent pathogène Cochliobolus carbonum responsable de l’helminthosporiose. Certaines souches de l’agent pathogène produisent une phytotoxine HC. Chez le maïs, le gène majeur de résistance Hm correspondant à ces souches code pour une réductase capable de réaliser la dégradation de la phytotoxine HC.   
· Utiliser les effecteurs comme des indicateurs de la présence de l’agent pathogène, et coupler cette détection au déclanchement de réponses de défense massives et localisées (voir paragraphes suivants).
L’incompatibilité et le déclanchement de réactions hypersensibles

La plupart des mécanismes de résistance totale à déterminisme monogénique caractérisés reposent sur la capacité des plantes hôtes à percevoir la présence d’un effecteur protéique et à déclencher des réponses de défense. D’un point de vue biochimique, les mécanismes de défense déclenchés peuvent être de la même nature que les mécanismes impliqués dans la défense basale. Ils se distinguent souvent par leur rapidité et leur intensité. Au niveau du site d’infection, on va retrouver un ensemble de phénomènes désignés dans leur ensemble par le terme de Réaction Hypersensible (HR). Avant tout, la réaction hypersensible est un phénomène observable à l’œil nu : une petite zone nécrotique se développe rapidement autour du point d’infection. Cette zone est restreinte dans l’espace et n’évoluera plus. La progression du pathogène est stoppée. D’un point de vue cellulaire et biochimique, les réactions de HR correspondent généralement aux phénomènes suivants accumulés :
· dépôt de callose
· accumulation de métabolites secondaires

· flambée oxydative (« burst oxydatif ») liée à l’activité d’enzymes de type NADPH oxydases générant des espèces actives de l’oxygène 

· déclanchement de processus de mort cellulaire 

La part respective de ces différents phénomènes à stopper la progression du pathogène peut varier d’un pathosystème à un autre. L’utilisation de mutants affectés au niveau de NADPH oxydases a permis de montrer que le burst oxydatif peut être par exemple chez le tabac une condition nécessaire pour circonscrire la progression d’un pathogène, alors que chez Arabidopsis, la mutation équivalent n’affecte pas la résistance. 
On considère que pour une espèce végétale donnée, les mécanismes sous-jacents à la réaction hypersensible sont relativement conservés : L’étude génétique d’une centaine d’écotypes d’Arabidopsis a montré il y a peu de variabilité génétique sur l’ensemble des gènes impliqués dans les réactions de défense. Au contraire, dans cette même étude, il a été montré que la variabilité allélique est très importante sur les familles de gènes codant des protéines potentiellement impliquées dans la reconnaissance des effecteurs peptidiques (protéines NBS-LRR). C’est donc souvent au niveau de l’étape de reconnaissance des effecteurs et du déclanchement du processus de HR que se joue le jeu évolutif de cache-cache entre les plantes hôtes et les agents pathogènes. 
Reconnaissance des effecteurs peptidiques 
Un nombre important de gènes R responsables de résistances totales à déterminisme monogénique ont été identifiés au cours des dernières années. Plusieurs de ces gènes codent pour des protéines impliqués dans les processus de reconnaissance proteine/proteine. 

On peut évoquer trois hypothèses successivement posées concernant les mécanismes de perception des effecteurs. 

1 : l’hypothèse des récepteurs : une protéine R est dédiée à la reconnaissance d’un effecteur (protéine d’avirulence). Très peu d’exemples caractérisés s’accordent avec ce modèle, qui a été abandonné au profit de l’hypothèse de garde.
2 : hypothèse de garde : l’effecteur protéique a pour cible une protéine cible (appelée protéine gardée) de la plante hôte. La protéine R est capable de détecter l’interaction entre effecteur et protéine gardée. Cette hypothèse reste largement rependue actuellement au sein de la communauté scientifique.
3 : hypothèse du leurre : la protéine cible est dupliquée. La protéine cible fonctionnelle est le sujette à un processus de sélection allant dans le sens de la diminution de l’affinité pour l’effecteur protéique. Le duplicata non-fonctionnel de la protéine cible, le leurre, est sujet à un processus de sélection allant dans le sens de l’augmentation de l’affinité pour l’effecteur protéique. La protéine R détecte l’interaction entre la protéine leurre et l’effecteur, ce qui permet le déclanchement de la réaction hypersensible. Les variabilités alléliques à la fois sur la protéine leurre et sur la protéine de garde participent aux processus adaptatifs. Cette hypothèse a été proposée très récemment dans un article absolument brillant de Van der Hoorn et Kamoun. 

Nous disposons aujourd'hui de modèles biochimiques pour expliquer le modèle de Flor
L’hypothèse de Harold Henry Flor correspond à un modèle explicatif proposé au milieu du XXème siècle sur le pathosystème lin/rouille du lin. « Pour chaque gène conditionnant la résistance chez la plante hôte, il existe un gène complémentaire spécifique conditionnant la pathogénicité chez l’agent pathogène ». Autrement dit, une plante portant un gène de résistance R donné ne sera résistante qu’à une souche de pathogène portant un gène dit d’avirulence Avr correspondant, spécifique de ce gène R. Ce modèle s’est montré extrêmement fécond et reste la base de la phytopathologie aujourd'hui. Aujourd’hui, on considère que les protéines d’avirulence correspondent à des effecteurs protéiques. Ce qui peut être troublant au premier abord est qu’une protéine potentiellement impliquée dans la suppression des réactions de défense de la plante hôte puisse être reconnue par la cellule végétale et que les réactions déclenchées à partir de cette reconnaissance puisse aboutir à un réaction d’incompatibilité. On aboutit au paradoxe qu’une protéine de l’agent pathogène impliquée dans la le processus d’infection est alors appelée protéine d’avirulence. 

Attention vocabulaire ! : en France, on parle généralement de virulence au sujet d’un agent pathogène pour désigner la gamme de génotypes de plantes hôtes susceptibles d’être infectées dans une interaction compatible. On ne dit donc pas une souche « très virulente ». On parle d’agressivité de l’agent pathogène pour comparer – dans le cadre d’interactions compatibles - les vitesses d’infection de deux souches de pathogènes. On peut donc parler de souches très agressives. Dans les pays anglo-saxons, virulence peut se traduire par « pathogenicity » et agressivité par « virulence ». Evidemment ça ne simplifie pas les choses.

La réponse systémique acquise (SAR)

Les réactions hypersensibles se caractérisent également par un effet plus durable, systémique (au niveau de la plante entière), nommé réponse systémique acquise. Après induction d’une réaction hypersensible sur une feuille, c’est l’ensemble des tissus de la plante qui synthétise de façon accrue des protéines PR (pathogenesis related proteins) et les réponses de défense sont activées plus rapidement et de façon plus intense si on inocule à nouveau la plante, mais sur une autre feuille. La question du messager chimique responsable de la transmission intertissulaire de l’information a fait couler beaucoup d’encre, l’acide salicylique ou un de ses dérivés étant des bons candidats. L’application sur une plante d’acide salicylique ou d’analogues structuraux induit l’accumulation de protéines PR et selon l’expression consacrée permet l’activation des défenses naturelles. 

Le benzothiadiazole (BTH) est une substance dont l’usage agricole contre certaines  infections pathogènes a été homologué (cf. utilisation contre l’oïdium des céréales) avant qu’on en connaisse exactement le mode d’action. On sait désormais qu’il agit comme analogue de l’acide salicylique et qui active les défenses naturelles de la plante hôte. L’intérêt majeur de ce type de produit est que le mode de fonctionnement ne repose pas sur une toxicité directe vis-à-vis d’un organisme ou d’un animal.  
Pourquoi étudier les gènes R ?

A la fois du point de vue des sélectionneurs et de la recherche fondamentale, les gènes majeurs de résistance présentent l’avantage incontestable de l’efficacité (au moins à court terme). Les phénotypes tranchés et le déterminisme monogénique ont permis le clonage positionnel de nombreux gènes R et près de 20 ans après les premiers succès, nous disposons aujourd’hui de nombreuses séquences. Les gènes majeurs R permettent d’introgresser « facilement » un caractère de résistance d’un génotype à un autre par voie de sélection classique, ou par les outils de l’ADN recombinant (il faut cependant noter qu’en dépit du nombre de nouvelles variétés à résistance monogéniques qui apparaissent sur le marché chaque année, aucune à présent n’a été obtenue par transgénèse).
Pyramidage des résistances pour éviter le contournement ( ne pas cumuler des mécanismes de même nature 

Association variétales ( même questionnement

Identifier des gènes majeurs pour les résistances totales durables 

Pourquoi dispose-t-on de si peu de données sur les résistances partielles à déterminisme polygénique ? 

Le clonage positionnel de gènes suppose l’étude de grandes populations d’individus. Le processus de phénotype est lourd. Il faut donc disposer d’un caractère phénotypique très tranché pour aboutir au clonage du gène (en tant que séquence codant une protéine). Dans le cas des résistances partielles à déterminisme polygénique, si chaque gène explique environ 10 % du phénotype qui lui-même correspond à une réduction de 30% des symptômes, le travail devient clairement très long. A ce jour d’ailleurs, les quelques travaux ayant abouti portaient sur des résistances essentiellement basées sur 2 gènes majeurs. 
Implication des phytohormones dans les réponses de stress chez les végétaux
L’étude des différents évènements biochimiques et cellulaires dans des plantes soumises aux stress suggère souvent une coordination de ces réponses métaboliques qui semblent collectivement concourir au maintien – dans la mesure du possible - des fonctions biologiques essentielles de la plante. Dans ces modèles de « réponse de stress » a priori appropriées et a priori finement coordonnées, les phytohormones jouent un rôle majeur et ont fait l’objet d’intenses recherches avec l’idée sous-jacente que la compréhension et le contrôle de ces réponses hormonales peuvent être la clé d’approches ciblées d’amélioration des plantes cultivées. 

L’objectif scientifique ‘ultime’ serait de construire un modèle signalétique complet qui, partant de la perception d’un stress, permet de suivre pas à pas chacun des partenaires biochimiques qui concourent à l’expression de la réponse appropriée. Les outils offerts par la biologie moléculaire ont permis de faire des avancées importantes dans la décortication de ces voies signalétiques. Cependant, malgré les nombreuses connaissances acquises sur tel ou tel aspect, de l’avis des meilleurs auteurs, une synthèse satisfaisante à la fois globale de la perception des stress aux processus finaux d’acclimatation et rendant compte finement de toutes les connaissances semble encore lointaine (Shinozaki 2007)
. Certains vont jusqu’à suggérer que l’objectif de synthèse est intrinsèquement impossible, car l’hypothèse de réponses coordonnées par des mécanismes signalétiques basés sur la spécificité biochimique doit être elle-même remise en cause (cf les idées iconoclastes et stimulantes développées par exemple par Jean Jacques Kupiec). 

Sans aller jusqu’à de tels questionnements, nous allons essayer de décrire les principaux aspects de ce qu’on connait de l’implication des phytohormones classiquement associées aux stress : l’acide abscissique, le jasmonate, l’acide salicylique et l’éthylene. Il s’agit avant tout d’avoir une vision ‘hyperclassique’ (même si réductrice) des rôles bien connus de chacune de ces hormones : 

· Acide abscissique=ABA=stress hydrique et froid

· Acide jasmonique=JA=stress mécanique, insectes et pathogènes nécrotrophes

· Ethylène=stress hypoxique, insectes et pathogènes nécrotrophes

·  Acide salicylique=SA=pathogènes biotrophes 
Nous n’auront le temps ici d’évoquer que trop brièvement les interactions qui relient ces mécanismes entre eux, mais également aux hormones classiquement impliquées dans le développement comme l’auxine les cytokinines, les gibbérélines. Ces réseaux d’interactions d’une complexité vertigineuse, suscitent en effet actuellement l’intérêt passionné d’une partie importante de la communauté scientifique.
L’acide abscissique (ABA)

Molécule découverte dans les années 60 dans le cadre de recherches sur la dormance des bourgeons et l’abscission des feuilles. Au début des années 60, on parlait également de dormine pour cette molécule. Ce nom qui aurait été peut être plus approprié puisqu’aujourd’hui son rôle dans le mécanisme de dormance est clairement attesté, alors qu’il s’est avéré ensuite que l’abscission foliaire est un phénomène largement contrôlé positivement par l’éthylène (et négativement par les auxines et les cytokinines) même si l’ABA peut jouer un rôle d’accélérateur. La molécule s’accumule dans les parties aériennes dans des situations de stress telles que la sécheresse ou le froid et provoquent toutes sortes de réponses physiologiques, y compris (mais uniquement) via un certain nombre de régulations transcriptionnelles. Cette hormone provoque très rapidement la réduction de la transpiration, et déclenche sur le plus long terme de nombreux processus biochimiques d’acclimatation au stress hydrique (accumulation d’osmolytes et de protéines impliquées dans la protection des macromolécules), ainsi qu’une réduction de la croissance végétative. L’ABA participe aux phénomènes de maturation des graines (déshydratation des tissus de la graine) et maintient les graines en état de dormance pendant la mauvaise saison. 

Biosynthèse
L’acide abscissique est un sesquiterpène, c'est-à-dire un composé à 15 carbones issu de la condensation c’unités isoprènes (5 carbones). Cependant, contrairement à d’autres sesquiterpènes dérivés du farnésyl PP, issu de la condensation de 3 isoprènes, l’ABA est dérivé du catabolisme de composés en C40, des tetraterpenes de la famille des caroténoïdes.  Jusqu’au début des années 2000, on pensait que les isoprènes étaient synthétisés par la voie cytosolique dite du mévalonate
. Il est aujourd'hui admis que la voie dite mévalonate-indépendante ou encore voie plastidique du MEP (2-C-methyl-d-erythritol-4-

Phosphate) est responsable de la synthèse du noyau isoprénique pour la synthèse de nombreux terpénoïdes végétaux, dont l’acide abscissique. 

Les connaissances sur la biosynthèse de l’ABA reposent beaucoup sur l’étude de mutants vivipares, qui pour la plupart sont affectés pour une étape de la synthèse des caroténoïdes, avec bien d’autres conséquences qu’une absence de biosynthèse d’ABA. Les mutations les plus intéressantes concernent bien sûr les étapes spécifiques de la synthèse de l’ABA à partir de composés en C40, les composés du cycle des xanthophylles : zeaxanthine, antheraxanthine et violaxanthine. Les trans-xanthophylles sont converties enzymatiquement en un intermédiaire cis, qui est alors clivé par une dioxygénase (NCED). L’activité NCED est induite au niveau transcriptionnel en situation de stress osmotique, ce qui participe à l’induction la biosynthèse d’ABA. La xanthoxine produite est convertie en un aldéhyde intermédiaire par une déshydrogénase (ABA2), puis enfin converti en ABA par une oxydase (AAO3) dépendant d’un facteur molybdène activé par une MoCo sulfurase. Parmi les mutants les plus connus, on peut citer chez la tomate flacca (déféctif pour la MoCo sulfurase) et sitiens (défectif pour AAO3), ou encore chez Arabidopsis thaliana le mutant aba2 défectif pour la xanthoxine dehydrogenase. L’étude de ces mutants déficients pour la synthèse d’ABA a permis de résoudre nombre de questions sur la fonction biologique de cette hormone. En particulier, des expériences de greffage entre des lignées isogéniques produisant ou non de l’ABA, ont permis de mettre en évidence qu’en situation de carence hydrique, la fermeture des stomates est une réponse à de l’ABA d’origine essentiellement racinaire (cf plus loin), bien que selon les modèles, la remobilisation de stocks foliaires d’ABA y contribue également.
Les teneurs cellulaires en ABA sont également largement contrôlées par sa dégradation en acide phaséique, voie initiée par l’activité du cytochrome P450 du groupe CYP707A. Lors de la phase de réhydratation consécutive à un stress hydrique, l’activité CYP707A est très rapidement induite, ce qui participe à un retour à des faibles teneurs tissulaires en ABA. Par ailleurs, un part importante de l’ABA est stockée sous forme glycosylée, inactive, dans les vacuoles. Ce pool est disponible rapidement, via une remobilisation par hydrolyse enzymatique, en situation de stress, avant même le déclanchement de processus plus longs aboutissant à l’induction de la biosynthèse.
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Transport de l’ABA

La perception du stress de carence hydrique encore mal connue. Par contre, on sait que les premiers évènements cellulaires sont :

· Une élévation du pH apoplastique dans les racines

· Une acidification du stroma des chloroplastes dans les feuilles (!) lié à une baisse des activités photosynthétiques

Ces deux phénomènes permettent de rendre compte du transport intercellulaire/intertissulaire de l’ABA, si on les associe à l’hypothèse dite de la « trappe d’ion »: en condition acide, l’ABAH (forme protonée) est lipophile et traverse les membranes, en condition basique la forme anionique ABA- hydrophile et non-perméante devient prépondérante. Ainsi en présence de deux compartiments de pH contrastés séparés par une membrane, un flux d’ABA va s’établir du compartiment acide vers le compartiment basique où il est en quelque sorte « piégé ». Ainsi, l’élévation du pH apoplastique et en particulier du pH de la sève xylemienne en situation de stress va largement contribuer à induire la sortie d’ABA des cellules racinaires et à la translocation d’ABA dans les parties aériennes. De la même façon, dans les cellules foliaires, l’acidification du stroma des chloroplastes va induire un efflux d’ABA (synthétisé dans les chloroplastes comme on l’a vu) vers le cytoplasme, puis vers l’apoplaste.

Les racines sont les premiers organes concernés par le stress de carence hydrique, mais la réponse précoce la plus facile à mettre en évidence est la fermeture des stomates. Une question légitime est : le stress hydrique est-il perçu au niveau racinaire, puis l’information transmise au niveau des stomates ? Ou bien au contraire le stress hydrique pourrait être perçu dans les feuilles et l’information pourrait être transmise aux cellules de garde de façon autonome. Comme indiqué plus haut, les expériences de greffage - en particulier entre des génotypes de tomate capables ou incapables de synthétiser l’ABA - ont permis de mettre en évidence le rôle primordial de la translocation d’ABA des racines vers les feuilles dans la fermeture stomatique. 

Ce modèle rend compte des évènements très précoces de réponse au stress hydrique. Pour des stress prolongés, se met en place une induction des enzymes impliquées dans la synthèse de l’ABA. L’ABA participe à cette induction selon un processus de boucle positive de rétroaction (cf plus loin régulations transcriptionnelles induites par l’ABA). 

Contrôle de l’ouverture stomatique par l’ABA

Depuis longtemps un ‘grand classique’ de modèle d’intégration de signaux biochimiques. En effet, le phénomène de contrôle de l’ouverture/fermeture des stomates est un phénomène déterminant au niveau de la plante entière, mais qui se joue dans des cellules naturellement ‘isolées’ par l’absence de plasmodesmes. Le phénomène peut être précisément quantifié, il est très reproductible et les paramètres de contrôle sont nombreux (lumière, teneurs en C02, ABA…). La fermeture des stomates conduisant à une élévation de la température foliaire, des criblages basés sur des caméras infrarouges ont permis d’isoler des mutants affectés dans la fermeture stomatique, en particulier les mutants ost1 et ost2. 
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Les modèles les plus raffinés sont aujourd’hui très complexes, et la synthèse de l’ensemble des connaissances partielles en un modèle unifié accepté par tous n’est pas possible (pour une synthèse récente, cf Sirichandra et al. 2009 Journal of Experimental Botany). Il est par contre important de connaitre les caractéristiques principales. En particulier il faut commencer par savoir distinguer les mécanismes de déclanchement de la fermeture et les mécanismes de déclanchement de l’ouverture. L’ABA va à la fois déclencher la fermeture et inhiber l’ouverture des stomates.
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Fig. 4. (A) In vitro reconstitution analysis of the ABA signaling cascade.
Immunoprecipitated SRK2E-GFP (ABA-activated) was incubated with GST-
ABI1, GST-abi1-1, ABI1, or PYR1 proteins in the presence or absence of 10 uM
ABA. SnRK2 activity was monitored with an in-gel phosphorylation assay (IGP)
using histone as a substrate. Inmunoprecipitates (IP) were checked by West-
ern blot analysis (WB) against an anti-GFP antibody. Arrows indicate SRK2E-
GFP. This result was confirmed through several replications. (B) Proposed
model of the ABA signaling pathway in Arabidopsis. Left, in the absence of
ABA, PP2C dephosphorylates and inactivates SnRK2. Middle, in the presence
of ABA, RCAR/PYR interacts with PP2C, and SnRK2 is released from negative
regulation and converted to an active form. The activated SnRK2 phosphor-
ylates ABA-responsive transcription factors or unknown substrates to induce
ABA responses. Right, even in the presence of ABA, the abi1-1 mutant of PP2C
constitutively dephosphorylates SnRK2, consequently conferring dominant
ABA insensitivity. In this model, PP2C constitutively binds to domain Il at the
C terminus of SNRK2. Red and blue colors indicate an active or inactive form,
respectively.
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L’ouverture des stomates est basée sur l’hyperpolarisation membranaire des cellules de garde, liée à l’activité d’une ATPase (OST2/AHA1) qui expulse des protons H+ et accentue le gradient entre le cytosol neutre et l’apoplaste acide. Cette hyperpolarisation provoque l’activation de canaux potassium « entrant-rectifiant » (KAT1 et KAT2). L’accumulation subséquente de potassium intracellulaire va, selon un phénomène d’osmose, provoquer l’absorption d’eau, le gonflement  des cellules de garde et au final l’ouverture des stomates. L’activité d’OST2 et des canaux potassiques est inhibée par le stress hydrique et par l’ABA via des mécanismes mal connus. 

La fermeture des stomates en réponse au stress hydrique et à l’ABA est associée à l’activation de canaux anioniques SLAC1 qui entraine une fuite massive d’anions. Cette fuite provoque la dépolarisation membranaire des cellules de garde qui provoque en retour l’activation de canaux potassiques « sortants-rectifiant » GORK. A la fuite d’anions s’ajoute donc la fuite de cations K+. Les cellules de garde vont alors perdre de l’eau ainsi que leur turgescence, et les stomates se ferment.

Au cœur de la régulation par l’ABA de l’activité de ces partenaires protéiques, on retrouve des régulations calciques. L’élévation des niveaux intracellulaires de calcium est une réponse à l’ABA assez classique, liée à un import rapide de calcium à partir des larges pools apoplastiques, mais également à partir des pools contenus dans le réticulum endoplasmique. Ces évènements très rapides peuvent être suivis par des sondes dont le signal fluorescent est proportionnel à la concentration en calcium intracellulaire, et en utilisant des inhibiteurs spécifiques des transporteurs/canaux calciques. Le signal Ca2+, messager secondaire intracellulaire, va contribuer à inhiber la pompe à protons ATP dépendante  OST2, les canaux potassiques entrants KAT, et activer les canaux anioniques sortants SLAC1. 

Les connaissances concernant la séquence [perception de l’ABA( réponse calcique ( régulation des activités de transport] sont encore fragmentaires, mais on peut ici donner un aperçu : L’inhibition de OST2 semble sous le contrôle d’une kinase calcium-dépendante PSK5. En amont de cette réponse calcique à l’ABA sont impliqués de nombreux messagers secondaires, dont le peroxyde d’hydrogène (H202), l’oxyde nitrique (NO), le myoinositol hexaphosphate (InsP6) et dans une moindre mesure l’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3). Il semblerait qu’il existe un certain niveau de redondance entre ces voies signalétiques.  

Deux mutants bien connus présentent un défaut de fermeture stomatique en réponse à l’ABA : abi1-1 et ost1. Le mutant abi1-1 est d’ailleurs connu pour être affecté pour l’ensemble des réponses physiologiques associées à l’ABA. Il apparait donc clairement que la protéine ABI1 est située à un nœud crucial pour les réponses précoces et plus tardives. 

La protéine OST1 est une kinase de type SnRK2 dont l’ABA est un effecteur positif et qui est nécessaire à la synthèse du messager secondaire H2O2 et à la signalisation calcique dans les cellules de garde en réponse à l’ABA. Cette cascade signalétique qui aboutit notamment à l’inhibition de la pompe à proton OST2. Chez le mutant ost1 cette cascade signalétique est impossible, à moins d’ajouter de provoquer artificiellement une élévation des niveaux intracellulaires de calcium ou d’H2O2. 
ABI1 est une protéine phosphatase de type PP2C réprime l’activité OST1 en l’absence d’ABA. PYR1, un partenaire protéique de ABI1, présente une forte affinité pour l’ABA et joue le rôle de récepteur, provoquant alors une inhibition de l’activité inhibitrice exercée par ABI1 sur plusieurs protéines SnRK2 dont OST1 (Mustilli et al. 2002 Plant Cell, Park et al. 2009, Ma et al. 2009, Umezawa et al. 2009). La mutation abi1-1 est très particulière car au lieu de supprimer l’activité enzymatique, elle provoque une activité constitutive de la protéine ABI1 qui n’est plus régulée par le complexe ABA-PYR1. Chez ce mutant abi1-1, l’activation de la kinase OST1 est impossible, ce qui explique qu’abi1-1 et ost1 présentent le même phénotype d’insensibilité à l’ABA. Au contraire, les mutations  ‘loss of function’ sur le gène ABI1 conduisent à une hypersensibilité à l’ABA dans la mesure où OST1 n’est soumis à aucun contrôle négatif. 
L’épopée houleuse et inachevée de la recherche de récepteurs à l’acide abscissique (d’après Elisabeth Pennisi, mai 2009 dans le magasine Science et la publication en aout 2009 de l’équipe de Shinozaki )

Pendant des décennies, de nombreuses équipes ont cherché à identifier les mécanismes de perception de l’ABA ainsi que les mécanismes signalétiques en aval. Mais la chasse au récepteur ne s’est pas révélée simple. Premier élément de difficulté : La coexistence de mécanismes de perception membranaire et intracellulaire est souvent acceptée sur la base d’arguments biochimiques, dont par exemple l’utilisation d’analogues ‘membrane-imperméants’ de l’ABA qui induisent certaines réponses classiques. La multiplicité des récepteurs potentiels est donc un élément de base de la quête.
Les approches par génétique directe (identification d’un mutant, dans une collection de mutants, ayant un phénotype pour la réponse à l’ABA, clonage positionnel puis étude de la protéine) n’ont permis que l’identification de partenaires moléculaires en aval de la perception (toutes les enzymes associées aux mutants de la série ABA-insensitive : 

· ABI1, ABI2 (protéines phosphatases)

· ABI3 ABI4 et ABI5 (facteurs de transcription, les mutations abi3, abi4 et abi5 n’affectent pas toutes les réponses à l’ABA, en particulier pas les réponses précoces)

· OST1 (protéine kinase)

Les approches par génétique inverse à savoir l’identification dans le génome d’un récepteur potentiel sur la base d’homologies de séquences avec par exemple des bactéries…), identification permettant le phénotypage d’un génotype portant la mutation correspondante, et la caractérisation biochimique de la protéine exprimée en système hétérologue). Cette stratégie, souvent fructueuse par ailleurs, est ici délicate dans la mesure où l’ABA est une molécule spécifiquement végétale
. Certaines équipes se sont penchées sur des récepteurs membranaires couplés aux protéines G, des récepteurs qu’on suppose depuis longtemps pouvoir jouer un rôle dans la transduction du signal ABA.

Enfin les approches biochimiques (Purification de protéines ayant une forte affinité pour l’ABA) se sont avérées complexes, car en fonction des concentrations utilisées, l’ABA peut se fixer sur de nombreuses macromolécules, avec toujours la question sans réponse facile de la concentration physiologique en ABA dans le microenvironnement des protéines réceptrices. La démonstration par l’absurde a été apportée par une équipe qui a fait la « démonstration » que la poudre de talc est un récepteur potentiel de l’ABA. Très souvent les mutations des gènes correspondant à ces protéines qui ont pu être identifiées ne provoquaient pas de phénotype pour la réponse à l’ABA, ou bien les protéines ne présentaient pas d’affinité pour un stéréoisomère de l’ABA, pourtant actif in vivo.
En 2006, une première équipe a annoncé le clonage d’un récepteur, suivie de deux autres annonces pour des récepteurs différents, puis encore d’un 4ème. La première annonce a été suivie de rétractations. Mais la communauté a beaucoup souffert de ces annonces hâtives qui avaient suscité un enthousiasme important et lancé des travaux importants sur ces fausses pistes.

1. Robert Hill, Université de Winnipeg : Identification d’un premier récepteur putatif de l’ABA (Jan 2006 Nature)  la protéine FCA, une protéine nucléaire connue auparavant pour son rôle – en association avec la protéine FY, dans la répression de la traduction des ARN codant pour la protéine FLC qui par ailleurs inhibe la floraison. La liaison ABA-FCA empêche l’interaction FCA-FY in vitro et in vivo ce qui conduit à l’induction de la floraison via la dérépression de la traduction de la protéine FLC. Cependant, Schroeder et Kuhn ont remarqué que le mécanisme proposé ne semble pas impliqué dans la régulation ni de la dormance des graines, ni dans le contrôle de l’ouverture/fermeture des stomates, deux cibles majeures de l’ABA. De plus ni les équipes concurrentes, ni le groupe de Hill lui-même n’ont réussi à reproduire les expériences. Un démenti a au bout du compte été publié en décembre 2008 dans la revue Nature

2. Da-Peng Zhang, Pékin (Oct 2006) : Une nouvelle candidate : la magnesium chelatase, une enzyme soluble connue pour être impliquée dans la synthèse des chlorophylles. Chez le mutant d’Arabidopsis défectif pour cette enzyme, l’ABA n’inhibe pas la germination et ne provoque pas la fermeture des stomates. Cependant, le groupe de Hansson à Copenhague a essayé sans succès de trouver un phénotype pour un mutant de l’orge défectif pour cette enzyme (Jan 2009). 

3. Ligeng Ma, Pékin a privilégié une démarche de génétique inverse. Il s’agissait de rechercher dans le génome d’Arabidopsis dans la direction de récepteurs membranaires, et plus particulièrement des récepteurs couplés aux protéines G. L’équipe est parvenue à identifier une protéine GCR2, présentant une bonne affinité pour l’ABA. Chez le mutant d’Arabidopsis défectif pour ce gène, les graines germent prématurément et l’ABA ne provoque pas la fermeture des stomates (Mai 2007, Science). Mais peu de temps après, l’équipe de Jones a fait savoir que GCR2 n’est pas un récepteur à protéine G, ni une protéine transmembranaire (mai 2007 Science). Plusieurs autres articles ont remis en cause l’hypothèse GCR2, dont l’équipe de McKnight qui a infirmé l’affinité de cette protéine avec l’ABA.

4. Assmann : identification de deux nouveaux récepteurs à protéines G (GTGs) en janvier 2009 (Cell). La protéine se fixe à l’ABA et le mutant n’a pas de réponse à l’ABA. Mais les critiques de Grill et Christman ont suivi: les études in vitro montrent que seulement 1% des protéines se fixent à l’ABA : c’est insuffisant. Une protéine animale homologue des GTGs fonctionne comme un canal ionique, il se pourrait que ce soit la réelle fonction des GTG. Cependant, ce travail reste aujourd’hui le plus convaincant dans le cadre de l’hypothèse d’un récepteur membranaire. 
5. Le groupe de Grill a adopté une stratégie de recherche d’interactions « protéine-protéine » avec les protéines ABI1 et ABI2, bien connues dans leur rôle de régulateurs négatifs très en amont de la chaîne de transduction du signal de la réponse à l’ABA. Ils ont abouti à l’identification de deux protéines baptisées RCAR (Regulatory Component of ABA Receptor). Bien qu’ABI1 et ABI2 fixent mal l’ABA, les complexes ABI-RCAR présentent une excellente affinité pour cette molécule.

6. L’équipe de Sean Cutler a identifié exactement les mêmes récepteurs en adoptant une approche complètement différente, en étudiant un analogue fonctionnel de l’ABA, la pyrabactine, une substance qui mime partiellement les effets de l’ABA. En effet, l’hypothèse de travail est que la redondance fonctionnelle des multiples récepteurs de l’ABA est un obstacle à l’approche génétique, qui peut être contournée en utilisant un agoniste présentant une affinité plus sélective pour un récepteur donné que l’ABA ? Les travaux ont abouti sur l’identification de PYR1, une protéine de la même famille que les RCAR (la famille comporte 14 membres). Au moyen d’un crible « protéine-protéine » à partir d’une banque de cDNA, les auteurs ont identifié que PYR1 interagit avec HAB1, une protéine PP2C du groupe A, qui contient 9 membres tous des régulateurs négatifs de la réponse à l’ABA, dont ABI1 et ABI2. PYR1 fixe l’ABA et va alors inhiber l’activité phosphatase de HAB1. Un quadruple mutant affecté à la fois pour PYR1 et pour 3 gènes codant des protéines homologues (PYR1-like 1, 2 et 4) est fortement insensible à l’ABA.

7. L’équipe de Shinozaki complète en Aout 2009 ce nouveau modèle en le reliant au modèle développé dès 2006 (Yoshida et al. JBC) dans lequel ABI1 interagit avec le domaine régulateur II C-ter de la kinase SRK2E/SnRK2.6/OST1, un effecteur positif des réponses à l’ABA. Dans le nouveau modèle proposé par l’équipe de Shinozaki, les phosphatases PP2C du groupe A inhibent l’activité des kinases SnRK2 de type III par leur déphosphorylation. En situatino de stress, l’ABA provoque l’interaction entre les recepteurs RCAR et les protéines phosphatases PYR-PP2C ce qui inhibe l’activité phosphatase des PP2C et lève l’inhibition de la phosphorylation des kinases SnRK2. 

La cascade signalétique en aval aboutit à l’activation de facteurs de transcriptions dont des bZIP responsables de l’induction de gènes impliqués dans la réponse à l’ABA (Umezawa et al 2009 PNAS).  La mutation dominante abi1-1 identifiée comme insensible à l’ABA par un crible de génétique directe provoque une inhibition constitutive des protéines SnRK2. La mutation ne provoque qu’une absence de régulation de l’activité PP2C de ABI1 par l’ABA. D’autres mutations du gène ABI1 – récessives cette fois ci et provoquant réellement une perte de l’activité phosphorylase (‘loss of function’) – sont au contraire responsable d’une hypersensibilité à l’ABA dans la mesure où il n’y a plus de mécanisme de frein à l’activation des SnRK2 par phosphorylation. Le domaine I des SnRK2 est également la cible de régulations positives des SnRK2 par le stress osmotique, ABA-indépendantes. Le mécanisme biochimique de perception du stress osmotique est aujourd’hui encore mal connu 

Il semble qu’on retrouve ce modèle chez la mousse Phycomistrella patens mais pas chez Chlamydomonas ce qui suggère que le mécanisme pourrait être apparu chez les Embryophytes à l’occasion de la conquête des terres émergées par les organismes photosynthétiques pluricellulaires.

Ce modèle est terriblement séduisant dans la mesure où il rend compte de l’ensemble des phénotypes des lignées mutées pour l’un ou l’autre des partenaires protéiques du système, mais le modèle est validé par un ensemble d’expériences biochimiques. En particulier la reconstitution in vitro des premières étapes de la voie de signalisation par les tests d’activité kinase « en gel » permet de démontrer que l’inhibition de l’activité kinase  est levée par la présence simultanée d’ABA, de la protéine récepteur RCAR/PYR et de la phosphatase PP2C ABI1.

Cependant, malgré le caractère troublant des similitudes entre les découvertes de ces trois groupes, il reste des détails qui laissent encore prise au doute, en particulier étant donné les antécédents douloureux dans le domaine. Signalons que Zhang et Ma ont persisté à affirmer que la magnesium chélatase et GCR2 sont des récepteurs de l’ABA.
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Régulations transcriptionnelles contrôlées par l’ABA

Les niveaux d’expression des gènes sont modifiés parfois à une large échelle dans les tissus de plantes soumises à des stress. Un écueil très fréquent dans l’interprétation de ce phénomène, est de considérer que toutes les altérations de niveaux expression observées sont des « régulations » autrement dit des réponses stéréotypées de la plante à un évènement répertorié dans la mémoire que représenteraient les mécanismes signalétiques en tant que produit sophistiqué de processus évolutifs
. 
L’application d’ABA exogène sur une plante entraine l’induction de la transcription de nombreux gènes induits par le stress hydrique, mais les régulations transcriptionnelles induites par les deux traitements ne se recouvrent pas complètement. On distingue donc les régulations transcriptionnelles associées au stress hydrique en deux grands groupes : celles qui sont dépendantes de l’ABA et celles qui sont indépendantes de l’ABA.  
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drate metabolism-related proteins, LEA pro-
teins, KIN (cold-inducible) proteins, osmo-
protectant biosynthesis protein, and protease
inhibitors, function against stresses and are
probably responsible for the stress tolerance
of the transgenic plants. The downstream
genes also included genes for transcription
factors such as C2H2 zinc-finger-type and
AP2/ERF-type transcription factors, suggest-
ing the existence of further regulation of gene
expression downstream of the DRE/DREB
regulon (72, 89). The product of one such
downstream gene, STZ, functions as a tran-
scriptional repressor, and its overexpression
retards growth and induces tolerance to
drought stress (89). The target downregu-
lated genes of STZ might promote plant
tolerance and inhibit plant growth under
stress conditions. Conserved sequences in
the promoter regions of the genes directly
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A/GCCGACNT was found in their promoter
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On retrouve en revanche une ou plusieurs séquences DRE (Drought Responsive Element) dans beaucoup de promoteurs de gènes induits par le stress hydrique, selon une voie ABA-indépendante. Dans le cadre du stress hydrique, ces séquences sont les cibles pour les facteurs de transcription DREB2. Cette voie signalétique est activée de façon assez précoce suite à l’application du stress. 

On retrouve dans beaucoup de promoteurs de gènes contrôlés par l’ABA la séquence ABRE (ABA Binding Response Element), souvent répétée plusieurs fois. Ces séquences sont les cibles pour les facteurs de transcription AREB (famille des protéines bZIP ). Cette voie est considérée comme plus tardive que la précédente.
Sur ces aspects signalétiques associées à la transcription, le gène RD29A est un cas d’école à connaitre: 

· ce facteur de transcription est un régulateur majeur de la réponse de stress qui contrôle au moins une quarantaine de gènes en aval, dont des enzymes impliquées dans l’accumulation de solutés compatibles, des protéines LEA et d’autres facteurs de transcription

· son promoteur présente les deux types d’éléments de régulation ABRE et DRE

· ce gène est également induit par le froid

On sait que d’un point de vue physiologique et biochimique, l’acclimatation au froid présente de nombreux points communs avec l’acclimatation au stress hydrique, en particulier l’accumulation de solutés compatibles qui permettent d’abaisser le point de congélation. L’acclimatation au stress hydrique provoque parfois une meilleure tolérance à la congélation. On retrouve logiquement (en apparence au moins, cf ci après) au niveau transcriptionnel un certain nombre de points communs entre le stress froid et le stress osmotique comme par exemple l’induction du facteur de transcription RD29A. Chez Arabidopsis les régulations transcriptionnelles induites par le froid sont sous le contrôle de voies signalétiques essentiellement indépendantes de l’ABA, l’induction concernant pour beaucoup des gènes présentant des séquences DRE/CRT dans leurs régions promotrices. Mais, contrairement à la réponse au stress osmotique pour lequel la réponse ABA-indépendante requiert le facteur de transcription DREB2, (Drought Responsive Element Binding) la réponse au froid implique le facteur de transcription DREB1/CBF (Cold Binding Factor). Il a été montré par la suite que bien que ces deux facteurs de transcriptions soient tous deux spécifique de séquences DRE/CRT, ils n’induisent pas toujours des régulations complètement identiques. Ainsi, il apparait que l’apparente similitude de la régulation transcriptionnelle de RD29A par le froid et le stress hydrique cache en réalité des cascades biochimiques relativement différentes. 

Il est intéressant de comparer à ce modèle le cas du gène RD29B qui code pour une protéine LEA (cf plus loin): le promoteur de ce gène ne comprend que des éléments ABRE, et ce gène est induit uniquement par le stress hydrique et l’ABA, mais pas par le froid. Dans le mutant aba1 qui ne synthétise pas l’ABA, le gène RD29B n’est pas induit par le stress hydrique (Uno et al. 2000 PNAS). 
Dans le schéma suivant on retrouve le rôle de l’induction de la dioxygénase NCED impliquée dans la synthèse de l’ABA à partir des cis-xanthophylles. 
On retrouve également la régulation positive de la signalisation ABA dépendante par les kinases de type SnRK2 (dont OST1), et la régulation négative de la voie signalétique par des protéines phosphatases PP2C dont ABI1 et ABI2. 

Il faut souligner le rôle majeur de ces protéines PP2C et SnRK2  qui jouent un rôle majeur à la fois :  

· au niveau des évènements signalétiques précoces par exemple dans la cellule de garde en amont de la signalisation calcique dans les premières secondes de la réponse

· au niveau des évènements signalétiques plus tardifs, au niveau transcriptionnel
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Exemples d’effecteurs biochimiques en aval des régulations transcriptionnelles induites par le stress hydrique

Contrôle de l’accumulation d’osmolytes ;


Le contrôle de l’accumulation d’osmolytes en réponse aux stress hydriques est un mécanisme qu’on retrouve à la fois chez les microorganismes et chez les plantes, et qui est étudié depuis de nombreuses années. Le rôle réellement osmorégulateur des composés accumulés est parfois discutable, dans la mesure où ces composés sont souvent compartimentés par exemple dans le cytosol ou les organites, et qu’il est difficile d’estimer leur concentration réelle dans ces microenvironnements. Par contre, leur rôle dans la protection des macromolécules (protéines, membranes…) semble essentiel dans certaines situations où elles vont remplacer les molécules d’eau intimement associées aux macromolécules et éviter leur dénaturation. On retrouve parmi ces molécules des polyols (le mannitol chez les algues brunes), des bétaïnes (la glycine bétaïne chez Spartina et Limonium), le tréhalose chez certaines plantes dites « de la résurrection » comme Craterostigma et la proline chez la plupart des plantes supérieures.  
La synthèse et de la dégradation de la proline fait partie des exemples les mieux connus, d’autant qu’on retrouve ce mécanisme dans la plupart des plantes, y compris chez des plantes peu tolérantes au stress osmotique comme Arabidopsis thaliana.

L’accumulation de proline résulte de l’induction au niveau transcriptionnel de l’activité Pyrroline-5-carboxylate Synthase (la P5CS, l’enzyme clé de la synthèse de proline). En parallèle, le stress hydrique provoque la répression de la Proline Deshydrogénase (la PDH) qui est l’enzyme clé de la dégradation de la proline. Les plantes surexprimant des transcrits codant pour la P5CS accumulent, en situation de stress, des niveaux plus importants de proline. Ces plantes sont plus tolérantes à des épisodes de stress hydrique. 
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Pieterse et al. 2009 Nature Chemical Biology  
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Protéines à effet protecteur :


Un certain nombre de protéines très hydrophiles sont induites par le stress hydrique ainsi que la déshydratation qui s’opère lors de la maturation des graines (les protéines LEA pour Late Embryogenesis Abundant). Ces protéines permettent – dans certains cas en synergie avec le tréhalose - d’éviter l’aggrégation des protéines résultant de stress de dessiccation ou de stress thermique (Goyal et al. 2005 Biochemical Journal). 
Inhibition de la croissance via les protéines DELLA


L’ABA va favoriser la stabilité des protéines DELLA (4 gènes chez Arabidopsis), qui sont des protéines nucléaires inhibant l’activité de facteurs de transcription impliqués dans le contrôle de la croissance. L’ABA joue de ce point de vue un rôle antagoniste des gibbérélines, qui se lient à un complexe GA-GID-DELLA (la protéine GID étant un récepteur des gibbérélines) ce qui provoque l’ubiquitination et la dégradation des DELLA par le protéasome. Les gibbérélines inhibent l’inhibition exercée par les DELLA sur la croissance. L’ABA et l’éthylène vont renforcer l’inhibition exercée par les DELLA sur la croissance. L’arrêt de croissance est une des caractéristiques des réponses aux stress abiotiques et l’ABA participe partiellement à ce phénomène. 
Parallèlement, il a été montré récemment que les protéines DELLA participent à l’activation de gènes impliqués dans la lutte contre le stress oxydatif. Ainsi l’effet positif de l’ABA sur les protéines DELLA augmente la tolérance des plantes aux stress oxydatifs consécutifs des stress primaires comme par exemple la déshydratation (Achard et al. 2008 Current Biology).

En dépit du fait que les mécanismes sous-jacents sont encore mal compris, les protéines DELLA sont un bon exemple de mécanisme intégrant plusieurs voies signalétiques (Achard et al. 2006 Science)





Signalisation par le Jasmonate, l’éthylène et l’acide salicylique
N’ayant pas le temps de développer ici ces aspects en profondeur, je propose quand même ce schéma synthétique des mécanismes de perception de ces trois phytohormones, qui ont fait, au même titre que pour l’ABA, l’objet de recherches intenses au cours des dernières années. Remarquer que la perception de la forme conjuguée jasmonate-isoleucine va inhiber (via la dégradation par le protéasome) l’action inhibitrice d’un récepteur JAZ sur des facteurs de transcription activant les gènes induits par le jasmonate. 
Dans le cas de la signalisation de l’éthylene, le mécanisme est un système d’inhibition de l’inhibition « au carré »: l’éthylène perçu par un récepteur membranaire, inhibe le contrôle négatif exercé par CTR1 sur EIN2, lui-même régulateur positif de EIN3 puisqu’il inhibe sa dégradation par le protéasome. EIN3 régule positivement un facteur de transcription ERF1. 

Par comparaison, la perception de l’acide salicylique semble plus simple sur le principe : la régulation redox induite par le SA privilégie la forme monomère de NPR1 qui s’associe au facteur de transcription TGA et induit des gènes impliqués dans la défense contre les microorganismes biotrophes

Sirichandra et al. 2009
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� Exemples : nécroses foliaires et racinaires provoquées par la carence en bore. Vous pourrez trouver de nombreux exemples illustrés : http://www.hbci.com/~wenonah/min-def/list.htm


� Faut-il rappeler ici que l’amélioration génétique « conventionnelle » est basée sur l’identification de génotypes naturellement résistants ou tolérants, et sur leur croissement avec des génotypes à fort potentiel agronomique. Ces approches sont toujours au cœur du travail des sélectionneurs, et ont largement précédé l’apparition des techniques de l’ADN. A travers ces croisements entre génotypes apparentés, il est possible d’identifier des loci, voire d’arriver au clonage positionnel de gènes impliqués dans tel ou tel caractère, sans pour autant qu’il ne soit question de transgénèse. 


� On les qualifie d’ailleurs souvent  de « maladies physiologiques », cf le livre « Phytopathologie » de Lepoivre aux éditions De Boeck


� A cet égard, il intéressant de comparer les versions française et anglaise de l’article « plant pathology » sur Wikipedia. La version française prend bien soin d’exclure les maladies physiologiques du périmètre d’étude de la pathologie végétale. Le plus simple dans le cadre d’un concours, est de se référer au livre de Lepoivre qui au contraire va les inclure. 


� On voit déjà dans cet exemple pourtant classique des possibilités de contester la classification : Formellement, on a dans cet exemple une déformation de l’architecture racinaire, donc le « stress » a provoqué du « strain ». Tout dépend donc du paramètre dont on mesure la déformation (souvent la croissance foliaire). De plus, si les racines atteignent une zone du sol plus humide, le « stress » est réduit, on pourrait donc dire qu’il y a évitement du « stress », d’un point de vue spatial et non plus temporel. 


� Dans de nombreux modèles il a pu être démontré que l’hyperaccumulation de métaux diminue fortement les attaques d’insectes et de microorganismes pathogènes. 


� 7% de la masse terrestre


� Delhaize and Ryan Plant Physiol. (1 995) Aluminum Toxicity and Tolerance in Plants 107: 31 5-321


� Jaffré et al. Science (1976) Sebertia acuminata: A Hyperaccumulator of Nickel from New Caledonia 


 Vol. 193. no. 4253, pp. 579 - 580


� On peut citer l’exception du gène PCH1 responsable de la résistance au piétin verse introgressé par croisement chez le blé à partir du génome d’une espèce d’Aegilops. La résistance conférée par PCH1 est partielle et à déterminisme monogénique. De tels cas atypiques sont en réalité beaucoup plus fréquents que ce que suggèrent certains manuels. 


� Gurr and Rushton TRENDS in Biotechnology (2005) Vol.23 No.6 Engineering plants with increased disease resistance: what are we going to express?


� Jones and Dangl NATURE (2006) The plant immune system 444 (16) pp 323


� Van der Hoorn and Kamoun (2008) From Guard to Decoy: A New Model for Perception of Plant


Pathogen Effectors. The Plant Cell, Vol. 20: 2009–2017,


� Un tel modèle simplifierait le travail des enseignants, et on retrouve dans certains livres récents des modèles signalétiques hypothétiques, les aspects inconnus étant remplacés subrepticement par sur ce qu’on connait chez l’animal avec parfois des raccourcis qui simplifient la pédagogie mais que la réalité expérimentale ne soutient que partiellement.


� Vous trouverez cette information dans beaucoup de bons manuels, dont le livre « Physiologie Végétale » de Hopkins (DeBoeck)


� Enfin…c’est ce qu’on a longtemps cru jusqu’à la découverte très récemment de la synthèse d’ABA par des microorganismes phytopathogènes qui détournent la signalisation hormonale des plantes hôtes à leur profit


� . A titre d’exemple une phrase introductive d’un article de synthèse de Kazuko Yamagushi-Shinozaki et Kazuo Shinozaki de l’institut RIKEN au Japon, dans le très sérieux journal Annual Review of Plant Biology en 2006 : « Expression of a variety of genes is induced  by these stresses in various plants. The products of these genes function not only in stress tolerance but also in the regulation of gene expression and signal transduction in stress responses. » Très clairement, il n’est pas envisagé que des modifications d’expression soient simplement le résultat de désordres physiologiques provoqués par le stress, et qu’une partie au moins de ces altérations expressionnelles n’aient aucune valeur adaptative.





