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AVANT-PROPOS

En complément d'une collaboration internationale soutenue par le CNRS
(Programme international de collaboration scientifique, PICS 743 avec la Suisse), en
concertation avec 'Ambassade de France a Berne et sous I'impulsion du Dr.G.Crozat
(attaché pour la science et la technologie prés 'Ambassade), une école d'été a été
organisée afin d'offrir a des thésards ou jeunes chercheurs en Sciences de la vie, une
formation complémentaire sur les associations symbiotiques dans différents milieux.
Cette formation, d'une durée de 5 jours, s'est déroulée au Centre de Biologie Alpine
de Piora, situé a 2000m daltitude dans le massif du St Gothard, bien équipé et
adapté a l'organisation de ce genre de réunion. Ce Centre, infrastructure des
Universités de Genéve, de Zlrich et de Suisse Italienne (USI), est sous la responsa-
bilité du Professeur R.Peduzzi, Université de Genéve.

Les participants a cet atelier ont recu une formation théorique, par une série de
conférences (18heures), concermnant des symbioses caractéristiques de différents
milieux et une formation pratique, sous forme de travaux pratiques (20 heures) mon-
trant les adaptations des techniques de biologie moléculaire a I'analyse des associa-
tions symbiotiques. Sur le plan académique, cette formation équivaut & un crédit uni-
versitaire de 3 ECTS pour les doctorants de 'Université de Genéve. Les intervenants
sont des chercheurs et enseignants issus de différentes Universités et Instituts, tous
concernés par I'étude des symbioses, chacun ayant I'expérience d'un domaine parti-
culier.

Le programme de I'Ecole d'Eté a prévu d'envisager les associations symbiotiques
dans les différents milieux de I'environnement (vie en milieu hydrique et terrestre),
et le réle de certaines symbioses dans I'acquisition de la pathogénicité. Loriginalité
de cette formation est donc d'envisager en paralléle les différents aspects des asso-
ciations symbiotiques liées a la fois au monde animal, végétal et microbien.
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INTRODUCTION GENERALE

Le terme symbiose provient d'un mot grec qui signifie “ vivre ensemble “. Pendant
longtemps de nombreuses discussions ont entouré la définition d'une symbiose :
est-ce que la pollinisation des plantes par les insectes est une symbiose? Est-ce que
des relations parasitaires sont une symbiose?...

Lencyclopédie définit la symbiose comme l'association permanente de deux étres
vivants, indispensable a I'un d'eux, utile ou indifférente a 'autre. La définition la plus
généralement admise dans la communauté scientifique est celle d'une association
durable entre deux partenaires, un hote et un symbiote (intra ou extra-cellulaire):
association de type commensale ou mutualiste. Mais pour certains auteurs, la défini-
tion inclut aussi les associations parasitaires. Ces derniéres sont faciles & définir. En
revanche, les associations mutualistes ou commensales le sont beaucoup moins.
Comment identifier si une association est bénéfique pour I'un ou les deux partenai-
res? En les élevant ou cultivant séparément. Mais les interactions avec le milieu par
exemple ne sont pas nécessairement les mémes pour chaque espéce séparément
et pour |'association des deux. De plus, il peut y avoir des effets bénéfiques a certains
stades du cycle de vie et pas a d'autres.

Dans le cas des associations mutualistes entre animaux et bactéries, par exemple,
I'héte fournit un environnement riche en nutriments qui stimule la croissance bacté-
rienne en échange de produits provenant de voies métaboliques spécifiquement
bactériennes (digestion de la cellulose, synthese de vitamines).

Nous assistons aussi a des spécialisations qui ont permis a certaines communautés
de s'adapter a des régimes inhabituels (ruminants). Par ailleurs, d'autres spécialisa-
tions ont conduit I'héte & développer un organe particulier qui abrite les symbiotes
(organes lumineux des sépioles, nodules racinaires).

Les progrés récents de la biologie mettent I'accent sur le réle central des microorga-
nismes aussi bien dans la structuration passée et présente des environnements, que
dans la nature de nombre de phénomenes biologiques. Les associations symbioti-
ques impliquant des microorganismes sont trés répandues dans la nature, aussi bien
dans le monde végétal qu'animal ; certaines sont “ a bénéfice réciproque “, d'autres
ne profitent qu'a I'un des partenaires, enfin certaines sont pathogénes. Les symbio-
ses non pathogénes sont de loin les plus abondantes, les plus spectaculaires étant
les symbioses permettant la survie en milieu extréme, telles les sources hydrother-
males. Dans ce cas, divers organismes marins vivent en étroite symbiose avec des
populations denses de bactéries chimioautotrophes. D'autres associations, sans étre
aussi spectaculaires, interviennent néanmoins de facon déterminante au niveau de
processus physiologiques de I'hote. Chez les végétaux, certaines plantes vertes four-
nissent a leurs associés les aliments glucidiques résultant de leur photosynthése, en
échange de 'humidité, de la protection, d'aliments azotés. Dans le domaine médical,
beaucoup de maladies sont dues a des bactéries pathogénes. Mais on s'est trop con-
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centré sur |'étude des effets pathogenes et pas suffisamment sur le fait que ces effets
sont dus & la rupture du fonctionnement équilibré de la communauté symbiotique
animal-bactérie en période normale. C'est-a-dire qu'il faut & présent combler tout le
retard accumulé concernant I'étude des interactions entre hétes et symbiotes, choi-
sir des modéles et les étudier a I'aide des techniques les plus récentes.

Ainsi, la symbiose établit entre organismes une relation différente de la relation clas-
sique “proie-prédateur “. Il s'agit d'un partage harmonieux du méme espace ou de la
méme ressource. Pour établir une association spécifique, des mécanismes ont d(i se
développer pour assurer la reconnaissance des partenaires vrais et I'exclusion de par-
tenaires potentiels. De ce fait, des organismes associés dans une relation symbioti-
que stable sont supposés avoir évolué ensemble. Le role fondamental des symbio-
ses dans les changements évolutifs a d'ailleurs été souligné dés l'introduction du
terme " symbiose “, & la fin du siécle dernier (De Bary, 1879). Indispensables a la sur-
vie des organismes dans de nombreux cas, les associations symbiotiques ont effec-
tivement joué un role important dans I'évolution du monde vivant, puisqu'elles sont
a l'origine de la cellule eucaryote. En outre, comme elles permettent la survie en
milieu drastique, elles ont sans doute eu le méme réle au cours des éres géologi-
ques perturbées.
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I. Vie marine et Symbiose

La mer occupe 71% de la surface du globe, la majorité des taxons actuels y vivent.
Le milieu marin est trés diversifié, il va du cotier au profond, des poéles a I'équateur.
Les zones cotieres sont dites eutrophes car elles recoivent les apports du continent
et des sédiments (faible profondeur). Pour ce qui est des eaux océaniques, long-
temps considérées comme de vastes déserts, des études récentes ont révélé qu'un
extraordinaire monde microbien, de taille inférieure aux premiers maillons de la chai-
ne alimentaire classique des mers eutrophes, vivait dans ces eaux oligotrophes pau-
vres en nourriture.

Dans tous les compartiments marins, la vie est présente y compris dans les milieux
extrémes, qui représentent une part importante de notre planete. Par exemple, la
température des trois quarts de la planéte reste la plupart du temps inférieure a 5°C.
Lessentiel de ces régions inhospitalieres correspond aux océans profonds et aux
régions polaires. Longtemps considérées comme dépourvues de vie, en comparai-
son avec les zones plus tempérées, on a découvert qu'un grand nombre de bacté-
ries vivaient dans ces régions. Ces organismes psychrophiles (du grec psukros=froid)
doivent effectuer a des températures proches de 0°C toutes les fonctions essentiel-
les & leur croissance et leur reproduction. Autre milieu extréme, les sources hydrother-
males : dans ces sites dépourvus de lumiére, pauvres en oxygene, trés riches en sou-
fre, et ol les températures sont trés élevées (300°C dans la cheminée) une faune
dense est présente. Outre ces zones extrémes, un autre milieu marin est trés riche
et diversifié: la zone intertropicale, c'est-a-dire la zone des récifs coralliens, qui joue
un réle important dans I'équilibre climatique de la planéte.

Dans tous ces milieux, de nombreux processus métaboliques sont assurés par I'as-
sociation entre plusieurs organismes, c'est-a-dire par des associations symbiotiques.
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LES ASSOCIATIONS SYMBIOTIQUES
DANS DIFFERENTS MILIEUX MARINS

Renata Boucher-Rodoni et Sveva Grigioni

Si la mer représente un milieu important dans I'équilibre de I'environnement mon-
dial actuel, elle est aussi a l'origine de la vie. C'est la qu'est apparue la cellule eucaryo-
te, résultat de |'association symbiotique permanente entre une archaebactérie et une
eubactérie (Margulis, 1991, 1993). Cette cellule eucaryote a di s'adapter a I'évolu-
tion des conditions du milieu, c'est-a-dire apprendre a gérer I'oxygéne lorsqu'il a com-
mencé a apparaitre sur terre. En effet, 'oxygéne était rare ou absent dans I'atmo-
sphere primitive du globe. On pense qu'il a commencé & s'accumuler grace a l'acti-
vité des premiéres cyanobactéries. L'apparition de ces formes vivantes capables de
fabriquer de I'oxygéne moléculaire a di provoquer de grands bouleversements éco-
logiques au sein de la biosphére. C'est de nouveau une association symbiotique de
la cellule eucaryote avec des cyanobactéries (origine des chloroplastes) et des a-
protéobactéries (origine des mitochondries) qui permet la survie dans le nouvel envi-
ronnement (Gray, 1993).

Le milieu marin héberge la majorité des phylums actuels d'Invertébrés, des organismes
qui ont généralement une émergence précoce. lls fournissent des modéles précieux
pour la compréhension de ['histoire évolutive: apparition des grands plans d'organi-
sation, radiations adaptatives précoces, colonisation des grands types d'environne-
ment marin. Il s'avére donc indispensable de développer les analyses du patrimoine
génétique de ces organismes, qui peuvent apporter des informations précieuses pour
la compréhension des mécanismes de I'évolution du monde vivant.

De plus, chez les Invertébrés, la plupart des taxons sont associés a des symbiotes
(Tableau 1). Les associations symbiotiques avec des bactéries sont nombreuses. Elles
ont joué un role capital dans I'évolution du monde vivant (origine de la cellule
eucaryote) et elles continuent a étre trés importantes pour de nombreux organismes
actuels. En effet, dans la compétition vitale, les bactéries ont adopté de nombreuses
solutions originales qui n‘ont pas forcément d'équivalents dans les autres espéces,
d'oll I'association de nombreux organismes avec des bactéries pour pallier d'éven-
tuelles carences ou pour optimiser certaines fonctions (Saffo, 1992).
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Tableau 1 :

Phyla d’'Invertébrés marins vivant en association avec des symbiotes.

PHYLUM SYMBIOTE
Eponges Bactéries
Cnidaires Dinoflagellés
Plathelminthes Dinoflagellés
Bactéries
Nématodes Bactéries
Annélides Bactérics
Pogonophores Bactéries
Mollusques Dinoflagellés
Dicyémides
Bactéries

Les associations organismes-symbiotes peuvent étre intra ou extra-cellulaires, con-
cerner des organismes libres, fixés, coloniaux.

Ainsi, en milieu tropical, la vie des coraux, si importants pour I'équilibre climatique de
la planéte, est liée a une association symbiotique avec des zooxanthelles. En cas de
perte prolongée (quelques mois) des symbiotes les hotes finissent par mourir, alors
que les zooxanthelles survivent indéfiniment dans le milieu. Une association similai-
re se retrouve chez le bivalve géant Tridacna gigas qui contient des endosymbiotes
photosynthétiques intracellulaires (dinoflagellés dans ce cas aussi) qui jouent un role
dans le recyclage de I'azote ammoniacal excrété (Rees et al., 1994).

Dans les sources hydrothermales, oli les conditions chimiques et physiques sont par-
ticulierement néfastes a la survie des organismes, la faune présente est dépendante
de bactéries symbiotiques assurant certaines des fonctions vitales. Dans ce miliey,
Annelides, Bivalves, Pogonophores, Vestimentiferes vivent en étroite symbiose avec
des populations denses de bactéries chimioautotrophes oxydant le soufre, I'ammo-
nium, le manganése, le fer, I'hydrogene et les composés carbonatés. Les Riftia, par
exemple ne possédent pas de tube digestif mais abritent dans un organe spécial des
bactéries capables de synthétiser de la matiére organique a partir de carbone miné-
ral en utilisant comme source d'énergie les sulfures métalliques. Le ver absorbe
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I'oxygéne et les sulfures dissous dans le mélange eau de mer-fluide hydrothermal et
les fournit aux bactéries symbiotes. Le vers est une véritable oasis pour les bactéries,
a l'abri des extrémes thermiques et chimiques dans le corps de I'animal, ou une
hémoglobine spéciale leur apporte sulfure, oxygéne et CO, a domicile. Les sources
hydrothermales sont des modéles d'écosystémes trés anciens et protégés, probable-
ment les lieux les moins perturbés sur terre pendant les périodes d'extinctions.

La symbiose concerne souvent les échanges nutritifs, mais parfois elle intervient dans
le comportement des partenaires. Ainsi, certaines sépioles vivent en association avec
des bactéries luminescentes (Vibrio fischeri). Role de cette symbiose: attirer des
proies, effrayer des prédateurs? Ce que |'on sait est que ces bactéries jouent un role
inducteur dans la morphogenese des organes lumineux (Montgomery & Mc Fall-Ngai,
1995). Cest-a-dire qu'a la naissance les jeunes sont aposymbiotiques et que c'est
I'infestation par des bactéries du milieu qui provoque le développement de I'organe
lumineux. Certains poissons ont aussi des symbiotes bactériens luminescents, soit
pour attirer les proies, soit pour communiquer ou pour tromper un prédateur.

Les associations symbiotiques concernant plusieurs phylotypes bactériens sont rares.
De telles associations avec plusieurs souches bactériennes sont cependant la regle
dans les glandes accessoires des céphalopodes (Barbieri et al.,, 1996 ; Grigioni et al,
2000), et ont récemment été mises en évidence chez I'oligochéte Olavius loisae
(Dubilier et al., 1999).

L'adaptation a une autre espece peut produire des réponses réciproques qui soit con-
trarient ou renforcent I'adaptation. Souvent les interactions sont trop mal connues ou
trop complexes pour connaitre la véritable mission de la symbiose. Mais si quelques
études se sont intéressées au role adaptatif et morphogénétique des symbioses
(McFall-Ngai & Ruby, 1991), la signification évolutive de ces associations a été jusque
ici peu envisagée. Or, 'analyse en parallele de la phylogénie moléculaire du groupe
hote et des symbiotes bactériens permet d'envisager une analyse de la co-évolution
des partenaires : une spéciation paralléle a été mise en évidence entre hote et sym-
biotes bactériens (bactéries lumineuses) chez certains céphalopodes (Nishiguchi et
al, 1998). Les Céphalopodes sont des organismes anciens et plusieurs types d'as-
sociations symbiotiques ont été mises en évidence. Certaines de ces symbioses leur
ont peut-étre permis de survivre pendant des éres géologiques perturbées.
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LES ASSOCIATIONS SYMBIOTIQUES
DES MOLLUSQUES CEPHALOPODES

Sveva Grigioni et Renata Boucher-Rodoni

Comportant a la fois des espéces primitives et des espéces plus récentes, les
Céphalopodes constituent un modéle intéressant pour |'étalonnage des différentes
techniques complémentaires d'analyse des mécanismes de |'évolution d'un
Invertébré a émergence précoce.

Chez les Céphalopodes, on connait des associations symbiotiques dans différents orga-
nes, en relation avec les principales fonctions physiologiques de I'hote (Tableau 1).

Tableau 1 :
Activités physiologiques et organes concernés par des associations
symbiotiques, chez les Céphalopodes.

Activités physiologiques Organes Taxon

Nutrition Glandes lumineuses | Sepiolidés

Glandes salivaires Octopodidés (Hapalochlaena)

Reproduction Glandes accessoires | Sepiidés, Sepiolidés
Loliginidés
Excrétion, Croissance,Flottabilit¢ Sacs rénaux Scpiidés, Nautilidés
Sacs coquilliers Sepiidés

Glande péricardique | Nautilidés

* Symbiose et nutrition

Chez les Céphalopodes, ce sont des bactéries luminescentes (Vibrio fisheri) qui ser-
vent a certaines espéces, dont de nombreuses sepioles, pour leur comportement de
chasseur crépusculaire.

Les sépioles, comme beaucoup d'autres céphalopodes sont des carnivores actifs.
Elles vivent enfouies dans le sable dans la journée et sortent le soir pour aller chas-
ser. Ces animaux semblent utiliser la bioluminence des bactéries pour émettre ven-
tralement de la lumiere de la méme intensité que celle de la lune ou des étoiles.
Grace a ce subterfuge, il n'y a pas d'ombre et leur silhouette n'est pas visible par les
prédateurs éventuels venant des profondeurs. Les glandes lumineuses sont absentes
a la naissance et ce sont les bactéries qui jouent un réle inducteur dans la morpho-
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genése des organes lumineux (Montgomery & Mc Fall-Ngai, 1995). Un autre exem-
ple d'association symbiotique utile pour la capture des proies est fourni par
Hapalochlaena, une jolie pieuvre indo-pacifique dont la morsure est mortelle pour
I'homme. Elle injecte en effet de la tetrodotoxine (TTX), destinée a paralyser ses
proies. La toxine semble étre produite par des bactéries symbiotiques, vivant dans les
glandes salivaires de I'hote (Sheumack et al,, 1978 ; Hwan et al., 1989). Les résul-
tats obtenus (par PCR et hybridation in situ) infirment la présence de bactéries chez
Hapalochlaena, alors que des Vibrionacées peuvent étre mises en évidence par cul-
ture sur milieu sélectif (Gaia et al., in prep.).

* Symbiose et reproduction

Autre symbiose connue chez les Céphalopodes, I'association de diverses souches
bactériennes avec les glandes nidamentaires accessoires (Bloodgood, 1977; Barbieri
et al,, 1997 ; Grigioni et al., 2000). Ces glandes (GNA) existent chez les seiches, les
sepioles et certains calmars, et semblent participer a I'élaboration des membranes de
I'ceuf. Elles sont incolores chez les individus immatures et acquierent un coloration
rouge-orangé intense pendant la maturation sexuelle. Cette coloration est due a l'ac-
cumulation de caroténoides par certaines souches bactériennes. Le role des bacté-
ries dans I'association serait d'assurer la production de pigments et d'entourer I'en-
veloppe des oeufs d'un feutrage bactérien protecteur. Des activités antimicrobiennes
ont été mises en évidence dans des souches isolées des membranes des ceufs de
calmar. Chez Sepia, le role de cette association pourrait étre, en plus, la transmission
de bactéries symbiotiques & la génération suivante. En effet, plusieurs souches bacté-
riennes présentes dans les GNA ont été identifiées aussi chez les embryons (Grigioni
et al, in prep.).

Les analyses déja réalisées ont identifié par séquencage nucléotidique la présence de
différentes souches bacteriennes dans les glandes nidamentaires accessoires (Figure 1)
chez les sepiidés (Grigioni et al,, 2000, Pichon et al., in prep.) et les loliginidés
(Barbieri et al., 1996, 1997, 2001).

17



oy CS168RRN2 Clostridiun sp.

— SOGA Gram

o (————————— SPIESRNAG Sporichihya polymorpha positive
SEGA

b bacteria
SOGA
8BB3
RO18SRNAC Rhodobium orientis
SOYGA
SEGA
SEGA
9t SOYGA
gk L] SOGA
= " seca
1t} SOGA
S0GA
S0GA
SOGA
S0GA
SOGA
S0GA
SOYGA
SEGA
Loligo
RA1GSRNZ Roseobacter algicola
RG163RR Rosecbacter galfaeciensis
SOGA
SOYGA Alpha
SOYGA Proteobacteria
S0YGA
SOGA
2BB7
Loligo
Lofigo
SEGA
10 SEGA
SEGA
ol SEGA
SEGA
S0YGA
9 SOYGA
] SEGA
SEGA
8BBZ
2BB10
SOGA
SOGA
SOGA
SEGA
Dess2s Agrobacterium atlanticum
2BB4
8BB10
SOGA
D88527 Agrobacterium meteori
SOGA

o

it

o

0.1

Figure 1 :

Arbre phylogénétique (méthode Neighbor-joining) de séquences sélec-
tionnées de clones des glandes nidamentaires accessoires de sepiidés
(Pichon et al. in prep.) et de loliginidés (banque de données EMBL). SOGA :
Sepia officinalis ; SEGA : Sepia elegans; SOYGA : Sepia orbignyana; BB :
embryons entiers de Sepia officinalis.



* Symbiose et excrétion, croissance, flottabilité

Enfin, des associations avec des bactéries ont été mises en évidence aussi dans des
organes concernés par I'excrétion des produits azotés chez les espéces a coquille
(seiches et nautiles).

Dans les sacs rénaux des seiches, outre les bactéries, vivent également d'autres sym-
biotes, les dicyémides, un groupe trées particulier dans le régne animal. On pensait
qu'il s'agissait d'organismes intermédiaires entre les protozoaires et les métazoaires,
et on les a appelés mésozoaires. Ces organismes vermiformes vivent attachés aux
appendices rénaux. Leur role semble étre d'acidifier I'urine (Lapan, 1975), celui des
bactéries de métaboliser I'azote (Grigioni et al., in prep.) et en particulier I'ammonium
(produit d'excrétion de I'hdte), pour assurer les besoins en azote gazeux au niveau
de la coquille.

En effet, chez les Céphalopodes, la gestion de la flottabilité est un élément essentiel,
et le métabolisme azoté, dont le produit terminal est 'ammonium, se révéle impli-
qué non seulement dans les processus digestifs et énergétiques (Boucher-Rodoni et
al., 1987) mais aussi dans la régulation de la flottabilité. L'étude de I'excrétion azotée
de différentes espéces avait permis d'avancer des hypothéses concernant les rela-
tions entre I'utilisation des produits terminaux du métabolisme azoté et |'évolution du
groupe (Boucher-Rodoni & Mangold, 1994). Les analyses récentes ont permis de
confirmer les possibilités d'utilisation d'azote ammoniacal pour la flottabilité chez les
seiches, en particulier par l'intermédiaire de symbioses bactériennes. Lanalyse des
séquences 16S de I'ADN bactérien extrait des appendices rénaux révele la présence
de plusieurs souches Pseudomonas-like, dont certaines peuvent produire de l'azote
gazeux a partir de milieux enrichis en azote. Les mémes souches sont présentes aussi
dans les sacs coquilliers (Grigioni et al., in prep.).
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LES RECIFS CORALLIENS: D'INCORTOURNABLES SYMBIOSES.
EXEMPLE DE LOUTRE-MER FRANCAIS

Pascale Joannot

Les coraux sont les constructeurs essentiels des récifs coralliens qui se situent tout
autour du globe entre 30° Nord et 30° Sud, & des températures de 19° a 30°C et a
des profondeurs maximales de 45 a 50 m.

Dans ces régions tropicales, les récifs coralliens, les mangroves ainsi que les herbiers
de phanérogames occupent environ le tiers des littoraux peu profonds. L'écosysteme
corallien, aussi complexe que la forét tropicale présente une diversité spécifique
élevée (Figure 1).

Le bon état de santé des récifs coralliens est d'autant plus important qu'ils jouent un
réle économique, culturel et social d'importance pour toutes les populations qu'ils
baignent.

Figure 1. Récif corallien de Nouvelle Calédonie.

* Présentation des récifs coralliens Francais

'Outre-Mer Francais est majoritairement tropical. Ses récifs coralliens sont distribués
dans les Océans Atlantique (Martinique, Guadeloupe), Indien (Mayotte, Réunion, lles
éparses) et Pacifique ( Nouvelle-Calédonie, Polynésie, Wallis et Futuna, Cliperton) et
recouvrent une surface d'environ 55 000 kmz2. Avec plus de 5000 km de linéaire de
récifs coralliens, soit le double de celui de la grande barriére Australienne, la France
est 'un des plus grands pays récifal de la planéte (tableau 1). Cela lui confére une
grande responsabilité de gestion de ces écosystemes.

La répartition des populations est trés hétérogene dans |'Outre-Mer Francais et la
densité est tres variable. La Nouvelle-Calédonie, par exemple est trés peu peuplée
avec 11 hab./km?2, alors que Mayotte prévoit en 2010 une densité de 650 hab./km2.
Les populations sont le plus souvent concentrées dans les zones urbaines, essentiel-
lement littorales.
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Tableau 1 :
La répartition des récifs coralliens de I'Outre-Mer Francais.
D"apres IFRECOR.

Terre | Récifs Yo Longueur | LEE Mangrove | Types de récifs
Ouire-Mer el Récili Terre récil
Frangais lagons
Géographic .
(km°)| (km") (km}) (km”} {hat) B DB IF|A
WALLIS et 25 65 25175 St J00 000
FUTUNA
NOUVELLE 18 5851 40 000 T30 =2000) 1740 000 20 (D
CALEDONIE
POLYNESIE 34300 12 800 B20|  =2000| 5 500000
FRAMCAISE
CLIPPERTON 2 4 TOV30 425 000
GUADELOUPE | B 200 100 20 3 (0
MARTINIQUE I 100 150 [[HTTH T0 1 830
LA REUNION 2512 12 1 G0 25 318 300
MAYOTTE 3T5) 1500 BOV20 197 73 600 8
ILES EPARSES 23 21 VS0 G0 300
TOTAL 28 D48 | 54 752 = 5000 | 9000 000 25518

B : Récif barriere ; DB : Double barriere ; F : Récif frangeant ; A : Atoll ;
P : Banc récifal.

* Diversité des types de récifs coralliens

Les récifs coralliens présentent une diversité de types géomorphologiques : récifs
frangeants, récifs barrieres, doubles-barriéres, récifs a caye, atolls, bancs récifaux...

Les récifs frangeants bordent la cote. Souvent étroits ils sont présents dans tou-
tes les fles et sont les formations dominantes & La Réunion et aux Antilles.

Les récifs-barriéres sont beaucoup plus larges et éloignés de la cote. lls délimitent
des lagons de tailles variables, parfois larges de plusieurs kilometres, et dont la
profondeur varie de 10 a 70 m.

Des petits flots coralliens peuvent se former sur les récifs et dans les lagons avec leur
propre récif frangeant. Les récifs barrieres existent en Nouvelle-Calédonie, & Wallis,
autour des fles hautes de Polynésie Francaise, a Mayotte ainsi que sur la cote Est de
la Martinique et en Guadeloupe (Grand Cul-de-sac Marin).

Les doubles barriéres, formées par deux récifs barrieres en parallele, sont rares
sauf a Mayotte et en Nouvelle-Calédonie.
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L'atoll, récif corallien de haute mer, annulaire encerclant un lagon central générale-
ment inférieur & 100 m de profondeur. 'accumulation de débris coralliens sur la cou-
ronne récifale peut constituer des fles plus ou moins continues, entrecoupées ou non
de passes, lieu d'échange entre le lagon et I'océan.

Avec 80 km de long, l'atoll de Rangiroa en Polynésie, est le troisieme plus grand au
monde (le premier est celui de Kwajalein dans les iles Marshall ).

Les atolls peuvent subir des variations du niveau de la mer, étre soulevés par des
mouvements tectoniques (atoll de Makatea en Polynésie francaise dont le fond de
I'ancien lagon est a 60 métres d'altitude) ou submergés, comme I'atoll de Portland
en Polynésie Francaise, Fairway et Lansdowne en Nouvelle-Calédonie.

Le banc récifal, construction corallienne sur un haut fond en pleine mer formée
par I'accumulation de sédiments. lls sont représentés dans 'Océan Indien par les
“cayes”, des Glorieuses, de Juan de Nova ou de Tromelin.

* Les batisseurs de recifs
LES MADREPORES

Les organismes constructeurs des récifs coralliens sont les scléractiniaires ou madré-
pores, appartenant a I'embranchement des Cnidaires comme les méduses, les ané-
mones, les gorgones, le corail noir ou encore les alcyons.

Tous ces organismes ont en effet en commun des cellules urticantes de quelques
microns : les cnidoblastes. Particulierement abondants au niveau des tentacules, ils
ressemblent a un ballon de rugby dont I'une des extrémités est transformée en cou-
vercle.

A lintérieur de cette cellule, un harpon dentelé baigne dans un liquide toxique.
Lorsqu’une proie ou un danger se présente a proximité des tentacules les couvercles
des cnidoblastes se soulévent tous en méme temps, libérant une escadrille de fle-
ches qui se plantent et paralysent la proie.

Les Madrépores sont des Anthozoaires hexacoralliaires pour la plupart coloniaux et
quelquefois solitaires. La répartition des espéces ne se fait pas au hasard, certaines
espéces dominantes luttent pour I'espace. Phénoméne difficile a observer in situ, la
lutte pour l'espace est en revanche visible en aquarium.

On distingue les grandes formes suivantes.

Les coraux branchus ex : Acropora, Seriatopora...

Les coraux boules ex : les Porites, les coraux de la famille des Faviidae
Les coraux tabulaires ex : certains Acropora

Les coraux en coupe ex : certains Montipora, ou Turbinaria

Les coraux encroltants ex : certains Montipora

Les coraux solitaires (qui n‘ont qu'un polype) : ex: Fungia, Trachyphyllia
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LA REPRODUCTION

Le mode de reproduction chez les madrépores est relativement varié. On distingue :
- les espéces hermaphrodites qui s'auto-fécondent et liberent des larves ;

- les espéces hermaphrodites qui libérent des gameétes males et femelles dans I'eau
et dont la fécondation est externe ;

- les espéces dioiques qui pratiquent la fécondation interne et liberent des larves;

- les espéces a sexes séparés libérant leurs produits sexuels dans I'eau et dont la
fécondation est externe.

Le phénomeéne le plus spectaculaire est celui de la ponte en masse, décrit sur la
Grande Barriére Australienne mais aussi en Nouvelle-Calédonie, ot il a été observé
a plusieurs reprises entre les mois d'octobre et février.

La ponte des coraux se fait quelques nuits aprés la premiére pleine lune d'été a I'é-
tale de marée basse et certainement lors d'une accalmie des vents (les alizés souf-
flent & cette période de I'année en Nouvelle-Calédonie).

Le spectacle est bref. Micro-sphéres roses, blanches ou brunes, les millions de game-
tes méles et femelles libérés par les polypes de corail, montent en surface, se fécon-
dent.

Lceuf se transforme en larve planula, de quelques microns, ciliée, de forme oblon-
gue. La larve planula se laisse transporter au grés des courants pendant quelques
heures ou quelques semaines.

Si elle a pu échapper au Zooplanctophages, elle se laisse couler, se fixe sur un sup-
port favorable (grain de sable, morceau de corail, coquille, épave...) et développe
alors son premier polype protégé par un squelette calcaire.

LA SYMBIOSE

Les récifs coralliens ne sont autres que le résultat d'une symbiose entre les polypes
et de microscopiques algues unicellulaires du genre Symbiodinium spp., appelées
Zooxanthelles. Ces Dinoflagellés endosymbiotes vivent a I'intérieur de la cellule endo-
dermique de I'héte. Lassociation des zooxanthelles et du corail constitue une sym-
biose parfaite, car elle profite aux deux partenaires. Il est a noter que les zooxanthel-
les sont déja présentes aprés la fécondation, dans I'ectoderme de la planula qu'elles
quittent pour migrer vers I'endoderme au moment ot la larve se fixe.

La densité des Zooxanthelles, estimée par certains auteurs a 30000 algues/mm3 et
leur répartition dans les tissus dépendent de la géométrie du polype, les parties fines
et peu exposées a la lumiere sont moins riches en zooxanthelles que les parties les
mieux exposées a la lumiere qui est le facteur le plus important dans le fonctionne-
ment de la symbiose.

Comme tous les végétaux, le role des zooxanthelles est d'effectuer la photosynthése
qui peut étre résumée simplement par la fabrication de composés carbonés com-
plexes a partir d'eau et de gaz carbonique sous l'action énergétique de la lumiére. La
photosynthése a une influence sur le métabolisme du corail qui héberge les algues,
notamment dans le processus de calcification du squelette (Figure 2).
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Figure 2 :
Le role des zooxanthelles dans le métabolisme et la calcification des
madrépores.

Les zooxanthelles absorbent, dans la journée, du CO, pour la photosynthése et rejet-
tent de 'O, que le polype utilise pour sa propre respiration en plus de celui absorbé
dans I'eau de mer.

Pendant la journée le bilan respiratoire est donc positif, c'est-a-dire que la production
d'oxygene de l'association corail-Zooxanthelle est supérieure a la consommation.

Les échanges gazeux globaux dépendent de la lumiére : la consommation maxima-
le d'oxygéne du groupe corail-algue a lieu au début de la nuit alors que la produc-
tion d'oxygéne est maximale vers la fin de la matinée. La production d'oxygéne peut
aussi diminuer avec la profondeur.

Les zooxanthelles jouent un réle important dans la calcification des coraux, mais a ce
jour si plusieurs théories ont été émises aucunes d'entre elles n'a pu étre validée
expérimentalement.

Les zooxanthelles en absorbant le CO, de I'eau de mer pendant la photosynthése
permettraient la précipitation du carbonate de calcium CaCOs utilisé par le corail pour
sa squelettogéneése (Figure 3).
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Figure 3 :
Formation du calcaire chez les madrépores (modifié d"aprés Schuhmacher, 1977).

De plus les zooxanthelles sécréteraient une “ substance “ (hormones ? vitamines ?)
qui favoriserait la croissance du squelette du corail.

Le polype, zooplanctophage, produit des déchets organiques azotés et phosphorés
que l'on peut considérer servir “d’engrais “ aux zooxanthelles.

Cette association entre les Zooxanthelles et les coraux hermatypiques présente des
avantages a la fois pour I'algue et I'animal ce qui caractérise bien une symbiose.

Cependant, dans certaines conditions, le symbiote algal peut étre perdu, provoquant
un phénomene de blanchissement pouvant affecter les coraux ainsi que certains
alcyonaires et provoquer leur mort aprés quelques semaines si la re-colonisation n'a
pas lieu. Ce phénomene de blanchissement semble étre di & une élévation exces-
sive de la température de I'eau de mer. Mais certaines bactéries pourraient égale-
ment participer aux processus de blanchissement (Kushmaro et al,, 1999).

Certains coraux réagissent a la lumiere ultra-violette en émettant des couleurs fluo-
rescentes. Ce phénoméne a été découvert par le Dr. Catala a 'Aquarium de Nouméa
en 1958. Les coraux fluorescents sont récoltés aussi bien sur des fonds de vase a 30
m de profondeur qu'a I'extérieur des lagons dans 10 m de profondeur.

Dans I'obscurité, sous éclairage ultraviolet, les coraux présentent une palette de cou-
leurs fluorescentes allant du vert foncé au jaune lumineux en passant par toute une
série de rouge et d'orangé.
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Seules les parties vivantes de l'animal réagissent a I'éclairage U-V. Le squelette cal-
caire ne produit aucune fluorescence.

Dans les années soixante, quelques chercheurs (E. Lederer, Institut de biologie phy-
sico-chimique de Paris; M. Deribére, compagnie Mazda; Dr Destombes, Institut
Pasteur de Paris et Y. Peloux , Institut Pasteur de Nouméa) s'étaient penchés sur le
phénoméne et avaient découverts que les pigments responsables des propriétés
fluorescentes appartenaient aux groupes des Flavines, Urobilines et Ptérines et se
situaient dans la chair de I'animal.

Il est fréquent de trouver sur un méme site des colonies d’'une méme
espeéce : certaines fluorescentes, d’autres non.

De plus, il est intéressant de noter que dans une méme espéce, il peut y avoir des
fluorescences tout a fait différentes et c'est en particulier le cas des Trachyphyllia
geoffroyi .

Par ailleurs, suite a un phénomeéne de blanchissement important en Nouvelle-
Calédonie en 1996 (Joannot, 1998), on constate que des coraux habituellement non
fluorescents sont, en période de blanchissement, c'est-a-dire avec un déficit fort de
zooxanthelles, trés fluorescents sous UV. Il est donc possible de penser que les
zooxanthelles présentes dans la chair de I'animal pourraient jouer un réle de masque
permettant aux pigments de réagir a |'éclairage UV. Certaines espéces étant peu fluo-
rescentes en période normale le sont particuliérement en période de blanchisse-
ment. Des recherches seraient a mener sur cette hypothése qui tend a dire simple-
ment que les coraux posséderaient tous des pigments réagissant a I'éclairage ultra-
violet mais que la quantité de zooxanthelles présente dans leur chair pourrait jouer
un réle de masque ou capter prioritairement ces rayons lumineux.

CROISSANCE

Les madrépores calcifient relativement lentement mais le taux de croissance varie en
fonction de 'espéce. Si les coraux branchus peuvent grandir de quelques centimée-
tres de long par an, les coraux massifs tels que les Favia sp ou Porites sp ne gran-
dissent que de 1 cm de diamétre par an. Il est fréquent de rencontrer des colonies
dont le diamétre peut atteindre plus d'un metre et dont I'dge peut donc étre estimé
a plus d'un siecle.

Une des particularités du squelette des madrépores est la porosité du squelette qui
correspond a celle de 'os humain. Les greffes osseuses réalisées & partir de frag-
ments de madrépores donnent d'excellents résultats.

Les récifs coralliens constituent cependant un biotope fragile, soumis a des pressions
naturelles liées essentiellement & des facteurs physiques de I'environnement et a des
prédateurs (Acanthaster planci). La Nouvelle Calédonie peut servir d'exemple pour
illustrer les pressions et dégradations que peuvent subir les récifs coralliens.

Les cyclones ont un impact direct de destruction d(1 a la force des houles cycloniques
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d'une part, et d'autre part ils favorisent une forte sédimentation en zone lagonaire au
débouché des riviéres. Par ailleurs, suite a une anomalie positive de température de
I'eau de mer, un important phénomeéne de blanchissement (perte du symbiote algal)
peut affecter les coraux ainsi que certains alcyonaires. Un tel phénomeéne a été
observé pour la premiere fois en Nouvelle-Calédonie de janvier a mars 1996.
Certains récifs sont affectés par Acanthaster planci. Ce cas s'est produit en Nouvelle
Calédonie en 1980 mais il semblerait que les effets aient été limités. Des dégrada-
tions ponctuelles ont été observées mais aucune évaluation scientifique n'en a été
faite. Un nouveau développement a été observé en 1998, qui s'est intensifié en
2000 et un suivi du phénoméne est actuellement en cours.

Les pressions anthropiques sont plus variées. Des perturbations sont introduites par
I'aménagement du littoral, remblais et dragages, par la pollution industrielle et domesti-
que, par les exploitations miniéres et la sédimentation terrigéne, I'exploitation des res-
sources. Parmi ces derniéres il faut compter la péche artisanale, la collecte de loisir
d'organismes marins, |'exploitation des coraux, le tourisme et les activités de loisir, le
trafic maritime dans le lagon et les risques de pollution, I'aquaculture et I'eutrophisa-
tion des eaux.

La gestion des récifs coralliens est souvent liée a 'insularité qui se caractérise par une
problématique de bassin versant. Toute action sur le milieu terrestre induit en effet
un impact en aval sur les lagons (érosion, sédimentation, assainissement, pollu-
tions...). Les colts de dépollution, traitement, recyclage, restauration sont importants.

Les récifs coralliens jouent donc un réle majeur dans I'équilibre de la planéte, mais
ces récifs sont un biotope fragile, dont la survie est liée a I'association symbiotique
avec des algues chaque partenaire étant sensible aux pressions de I'environnement.
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Il. Vie en eau douce et Symbiose

Les associations symbiotiques jouent aussi un réle primordial dans les eaux douces,
car sans ces associations certains organismes ne pourraient pas survivre.
Lemplacement microbien dans un lac constitue le lieu privilégié pour la mise en évi-
dence des symbioses. En général, dans le milieu aquatique, quatre zones d'activité
bactérienne importante peuvent étre différenciées :

La Surface de I'eau : C'est I'interface H20-Air avec des conditions particulieres en
ce qui concerne la lumiére, I'oxygéne, la température, la tension superficielle. Les
bactéries se développant massivement a la surface forment un “film bactérien”.

La Gaine périphytique : Les bactéries, avec d'autres organismes tels que les
algues microscopiques, les protozoaires et les bryozoaires, enveloppent les
macrophytes submergés.

LEmplacement pélagique : On entend par emplacement pélagique, la partie éloi-
gnée du voisinage immédiat des rives et du fond. Les bactéries peuvent étre libres
en suspension (et font donc partie du nanoplancton) ou collées a des débris, tels
que les dépouilles d'animaux en décomposition ou encore associées & des algues,
fréquemment en condition de symbiose.

Le Sédiment : |l s'agit de I'emplacement microbien le plus important. En effet, la
plupart des bactéries se trouvent dans le sédiment ou il y a une concentration de
matiere organique souvent difficilement dégradable (par exemple la chitine ou les
carapaces d'insectes), car pendant le processus de sédimentation, les composés les
plus facilement attaquables par les microorganismes ont déja été utilisés.

Au moyen de deux graphiques, nous pouvons synthétiser les paradigmes classiques
de I'emplacement: l'offre de substrat et son réle dans la distribution microbienne et
I'endroit ou I'activité microbienne est la plus élevée.

Dans le premier graphique, on peut mettre en évidence la corrélation entre I'activité
photosynthétique et la densité bactérienne. Il est aisé de constater que les maxima
de la production primaire sont corrélés avec les maxima de la concentration bacté-
rienne. Il s'agit des mesures effectuées dans I'épilimnion du lac des Quatre Cantons,
la production primaire est donnée en C/m3/h.
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La “boucle microbienne” se déroule surtout a linterface: eau-sédiment. Par [in-
termédiaire du métabolisme microbien, les sédiments interviennent ainsi directe-
ment dans la vie aquatique. Létude d'un écosystéme aquatique (plan d'eau) doit
s'intéresser aux sédiments pour étre exhaustif, car souvent les espéces clés se trou-
vent a cet endroit. Les échanges eau-sédiment influencent I'état global de I'écosy-
stéme et son évolution. En effet, le lac étant le miroir du bassin versant, son sédi-
ment est 'indicateur des pollutions au cours du temps. Pour estimer le relargage des
éléments a partir des couches sédimentaires, I'étude du profil microbiologique du
sédiment doit étre complétée par une analyse physico-chimique.

Distribution verticale des bactéries
dans I'eau et le sédiment d'un lac
mésotrophe.

Nombre relatif de bactéries
(d’aprés Wetzel)

Profondeur

I | | | I
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BACTERIES SULFATOREDUCTRICES ET BACTERIES
PHOTOTROPHES DANS LE LAC DE CADAGNO:
SYMBIOSE OU SIMPLE AGGREGATION ?

Mauro Tonolla et Sandro Peduzzi

Les lacs méromictiques représentent des modeles intéressants pour I'étude du bacté-
rioplancton puisque des groupes de bactéries physiologiquement différentes se
succedent le long des gradients de lumiere, d'oxygéne et d'hydrogene sulfuré. Ces
groupes représentent donc des modéles idéaux pour les études d'écologie micro-
bienne des milieux hydriques. Dans la majorité des corps d'eau (lacs, océans,..) I'in-
terface oxigue-anoxique est confinée dans quelques centimétres a la surface du sédi-
ment. La zone d'oxydoréduction dans les lacs méromictiques, au contraire, s'étend
sur quelques meétres ce qui permet une analyse beaucoup plus aisée, sans les
inconvénients dus a la présence des particules abiotiques et donc & I'hétérogénéité
du milieu, mais surtout permettant de travailler sur une échelle en centimétres et non
en micromeétres. Ces avantages sont trés importants soit pour les analyses chimiques,
indispensables dans les études des bactéries dans leur milieu, soit pour les métho-
des moléculaires de détection in situ qui utilisent des fluorochromes dont la qualité
du signal dépend beaucoup du bruit de fond d(i aux particules autofluorescentes.

* Analyses in situ des populations bacterioplanctoniques

Depuis 1992, a cause des difficultés de mise en culture des microorganismes de
I'environnement, taux estimé entre 0.001% - 15% (Amann et al., 1995), I'étude des
populations bactériennes du lac méromictique de Cadagno a été focalisée sur des
observations in situ avec d'une part des méthodes de coloration totale des acides
nucléiques (DAPI et orange d'acridine) et d'autre part I'application des techniques
moléculaires ainsi que la phylogénie basée sur les séquences des ARN ribosomiques
(Demarta et al., 1998; Tonolla et al., 1998). Cette approche (RNA approach) a per-
mis d'observer les distributions dans la colonne d'eau de différentes populations
bactériennes a différentes périodes de l'année. L'analyse des morphotypes aprés
coloration avec orange d'acridine ou DAPI s'est révélée efficace en tant qu'approche
globale & I'écosystéme microbien. De plus elle a permis d'établir la distribution de
morphotypes caractéristiques et bien décelables comme Chromatium okenii et le
morphotype R (Tonolla et al,, 1998; Bensadoun et al., 1998).

La “ RNA approach ” (pour une revue voir Amann ,1995, 2000) et en particuliers I'hy-
bridation cellulaire in situ a ouvert la possibilité d'une détection allant des gros domai-
nes systématiques aux especes et sous-espéces en permettant également |'analyse
de plusieurs populations bactériennes a la fois.
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Lapplication de sondes oligonucléiques s'hybridant avec les ARN ribosomiques 16S
et 23S des groupes majeurs du phylum Proteobacteria a démontré la prédominan-
ce du groupe gamma dans le chemocline du lac de Cadagno. Ce dernier était repré-
senté par des espéces appartenant a la famille des Chromatiaceae: en particulier par
Chromatium okenii, Lamprocystis roseopersicina, Amoebobacter purpureus (récem-
ment renommé Lamprocystis purpurea) et par au moins deux lignées phylogénéti-
ques non décrites jusqu'a maintenant, représentées par les clones 136 et 371
(Figure 1).

Clone 261 (AJN06058) Sonde 54530
Lamprocvstis purprrea DM 4197T (AJ223235)
Clone 345 (AJOJ6060}
Lompracvstts roseopersicing DSM 2297 (AJO06UG3)
Clone 136 {AJOD605T)
Lnnamed purple bacterium steun Thd2 ( X778}
Clone 335 (AJODGO59Y
Clong 371 (AJO060A1)

Flriocapsa roseapersicing strain 3811 (AF112998)

Sonde Apurds3
Sonde Larod53

Sonde S453F

Muvichromatiom purpwratim DSM 1591 {A1224439)

e— 0 hromatien warmingil DSMTTIT (Y 12365}

—— o frodnatim bedect DSMTTET (AJ224430)
Alfochrematium vinoswm DSM 180T (M26629)
Mochromarin minatissimun DSMI3T6T (Y12269)

Clone 35% {AJODA221}
Chrematinm ahenii DSM 169T (AI223234)
Thivcvsiis viotacea DSM2UTT (Y 11315)

Thioevstis victaseens DSM TGRT (AI224438)

Thioevstis gefatinose BSM 215T (Y1317}

e Achometim s strain HEG (AF129355)

= (fJovobium phacobecteroides DSM 266T (YO8104)
Yo (i Jerrobivm dimicoke DSM 245T (Y 10113)

.05

Figure 1 :
Arbre phylogénétique (méthode Neighbor-joining) de séquences sélec-
tionnées des clones du lac de Cadagno (bactéries phototrophes) et de la
banque de données EMBL/Genbank (avec numéros d’acces). Les barres
verticales indiquent les groupes cibles des sondes oligonucléotidiques
utilisées.

Grace au développement de sondes spécifiques, il a été possible d'identifier I'espe-
ce Chromatium okenii mais aussi de mettre en évidence la présence de quatre popu-
lations majeures de bactéries phototrophes ayant la méme morphologie (“small cel-
led phototrophs”) et réunies dans un cluster avec les especes Lamprocystis purpu-
rea et Lamprocystis roseopersicina (Tonolla et al., 1999).

Ces phototrophes sphériques et petits comparés a Chromatium okenii se présentent
généralement sous forme d'agrégats composés de 200 & 900 cellules.
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LASSOCIATION ENTRE BACTERIES PHOTOTROPHES
ET BACTERIES SULFATOREDUCTRICES

Des hybrizations in situ multiples avec la sonde SRB385 pour la détection des bacté-
ries sulfatoréductrices et les sondes spécifiques pour la détection des quatre popula-
tions de phototrophes sphériques (Apur453, Laro453, S453D et S453F) ont permis
d'identifier la présence d'un morphotype particulier de bactérie sulfatoréductrice a
Iintérieur des agrégats (Tableau, 1 ; Figure 2). Cette association a été analysée ulté-
rieurement afin de savoir si ces bactéries sulfatoréductrices représentaient également
plusieurs populations et si elles étaient associées avec une seule population de pho-
totrophes.

Tableau 1 : Sondes utilisées et régions cible sur les ARNr 16S.

Sonde™ |Spécificilé Séquence 5°-3 Région cible % Ref.
.. il
{positions FA”
ARNr)
SRB3IY3 IProwcobacteriaz subdivision & COGCGTCLUTOGUGTUAGH 165 rRMNA (383-902) it} Amann Rop. or
al. 1990
Apurdsi lnesehaburcter parpurens TCGUCCAGGOTATTATCCUCAAACGAD 165 rRNA (319-33m) 35 Tomolla M. et
al. 1909
Larodsd Famproeystis roseoapersicia CATTCCAGOOUTATTAAUCCAAAATGO 165 rRNA [453-474) R Tomolly M. et
al, 1999
$4530 Clone 261 CAGCCCAGGUGTATTAACCCAAGULGC 168 rRNA (453-47%) 40 Tonolla M., et
Prateobacterin: subdivision al. 1994
S4531F Clones 37353 LCCTCATGGGTATTARCCACAAGGCG 168 TRNA (453-478) 40 Tonolla M. et
iz subsdiv isien 4 al. 1999
DSC213 |Clone 1713, (balonnets associds CCTCCCTOTACGATAGCT 165 rRNA (213-230) kit Tonolla M. et
avee bactéries phototrophes). al. 2000
Desilfocapsa thinsymogoenes
Pratcobacierin: subdis isien &
NSC441 Clone 1713, (batonnets associés ATTACACTTCTTCCCATCC and (#41-439) kit Tonolla M. et
avee bactéries phototrophes). af. 2000
Prawobacterin: subdivision &

a) toutes les sondes ont un fluorochrome Cy3 en position 5"
b) concentration de formamide dans le tampon de hybridation.

Figure 2 :

Hybridation in situ au moyen de la sonde SRB385, pour la détection de
bactéries sulfatoréductrices du groupe delta dans les agrégats de bacté-
ries phototrophes (small celled phototrophs). La sonde SRB385 a été
marquée avec le fluorochrome Cy3 qui permet de la distinguer de I'auto-
fluorescence des bactéries phototrophes.
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Les 8 clones positifs aprés hybridation avec la sonde SRB385 et montrant un profil
de restriction unique ont été ensuite réamplifiés et séquencés. l'analyse comparative
des séquences a révélé la présence de deux clusters a l'intérieur du groupe delta des
Proteobacteria (Tonolla. et al., 2000). Les séquences d'un cluster constitué par six
clones (Clones 113, 167, 348 et 368, 282, 330) étaient proches de celle de
Desulfocapsa thiozymogenes (Janssen et al,, 1996) avec des pourcentages de simi-
litude allant de 97.9 & 98.4% (Figure 3).

il Fifidfig i (M 34400

Desilforhopedas vt (L4615

| el slvcobivns (XU9T
Pesnlifivetic glecolions (NWST0T) Sonde SRRIES

Clome 22 [ATIEN21)

Sunde $441
i 141 | sonue

Desndfineyps sdfinigens (Y 13672)

Clone 330 {A 3806271

Sondes ISC213 et

DSC4I

ener (XO5181) | sonee psC213
Sondes TISC213 et

DSC4I

Clane 167 (AJ3x9623) Desilfinibwin
profivis (L00736)

D
RS EATIROG2RY

B
Clone LT3 pATIRYE2S)

i

Figure 3 :

Arbre phylogénétique (méthode Neighbor-joining) de séquences sélec-
tionnées des clones du lac de Cadagno (bactéries sulfatoréductrices) et
de la banque de données EMBL/Genbank (avec numéros d’acces). Les
barres verticales indiquent les groupes cibles des sondes oligonucléoti-
diques utilisées.

Seuls deux autres clones (22 et 141) étaient positifs a la sonde SRB385. Cela indi-
que une complexité limitée des populations de bactéries sulfatoréductrices détecta-
bles par cette sonde, bien que cela pourrait ne pas refléter I'abondance de la séquen-
ce cible dans I'environnement car il est connu que I'approche par PCR pour I'analy-
se de la diversité microbienne dans des milieux hétérogénes est influencée par plu-
sieurs facteurs (von Wintzingerode et al., 1997).

Le développement et I'utilisation simultanée de deux sondes spécifiques (DSC441 et
DSC213) aux six clones proches de D. thiozymogenes ont permis de mettre en évi-
dence d'une maniere optimale ces bactéries dans les agrégats de bactéries photo-
trophes en démontrant en méme temps une association spécifique. En effet, la tota-
lité des bactéries donnant un signal positif avec les sondes mentionnées était en
association avec les bactéries phototrophes.

A l'occasion de I'Ecole d'été (Ecologie microbienne moléculaire: symbioses des orga-
nismes aquatiques et terrestres, 5 - 10 ao(t, Centre de Biologie Alpine de Piora), il a
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été possible de confirmer I'association entre les bactéries sulfatoreductrices proches
de D. thiozymogenes, représentées par les clones 113, 167, 348, 368, 282 et 330,
et les bactéries phototrophes proches du genre Lamprocystis représentées par les
clones 335 et 371 (Figure 4).

10 pm

Figure 4 :

Hybridation in situ multiple en utilisant la sonde S453F pour la détection
des bactéries phototrophes (représentées par les clones 335 et 371, figu-
re 1) et les sondes DSC213 et DSC441 pour la détection des bactéries pro-
ches de Desulfocapsa thiozymogenes (clones 113, 167, 348, 368, 282 et
330, figure 3). A cause de I'autofluorescence des bactéries phototrophes,
toutes les sondes ont été marquées avec le fluorochrome Cy3.

* Interactions possibles a I'intérieur des agrégats

Le rapprochement phylogénétique des clones de Cadagno avec D. thiozymogenes
DSM7269 n'indique pas nécessairement une similitude physiologique, toutefois les
caractéristiques métaboliques de D. thiozymogenes sont utiles pour discuter la natu-
re de cette association.

D. thiozymogenes est une bactérie sulfatoréductrice, poussant en conditions d'anoxie
stricte par disproportionation du thiosulfate (réaction 1) et du sulfite en sulfate et sul-
fide. Le soufre élémentaire est également disproportioné (réaction 2) mais la réac-
tion permet une croissance bactérienne seulement si le sulfide produit est enlevé du



milieu de culture. Cela rend la réaction de disproportionation du soufre exergonique.
Disproportionation est un terme général utilisé pour décrire un processus par lequel
un élément ou un composé dans un état d'oxydation intermédiaire est converti en
deux produits ayant des états d'oxydations respectivement majeur et mineur. Pendant
cette réaction d’hydrolyse du thiosulfate, I'atome S intérieur est converti en SO,2,
I'autre, extérieur est converti en HS", et le terme fermentation inorganique est aussi
employé (Bak & Cypionka, 1987). Comme observé pour les espéces D. sulfoexigens
DSM10523 et Desulfobulbus propionicus DSM2032 la disproportionation du soufre
en sulfate et sulfide est en conséquence augmentée par la présence d'utilisateurs de
sulfide (scavengers) comme I'hydroxide de fer ou de manganése (FeCO5 ou MnO,).

Lamprocystis purpurea et Lamprocystis sp. photo-oxydent les composés du soufre
réduits, tels que le sulfide, en sulfate (Eichler, 1988 ; Imhoff, 2001) et pourraient
donc constituer des utilisateurs alternatifs aux composés oxydés de fer et de man-
ganése mentionnés ci-dessus (réaction 3). Les bactéries phototrophes pourraient
donc fonctionner comme des scavengers biologiques. D'une part, en permettant la
disproportionation des proches du D. thiozymogenes, les phototrophes pourraient en
augmenter l'activité et la croissance. D'autre part les proches du D. thiozymogenes
pourraient constituer une source continuelle de donneurs d'électrons (HS") pour les
besoins des phototrophes, en fonctionnant comme un stockage externe de pouvoir
réductant.

Réactions de disproportionation du thiosulfate (1) et du soufre (2) par D. thiozymo-
genes.

(1)  S$:0:"+H,0 > SO~ +HS + 17

(2)  48°+4H,0 > SO, + 3HS + 5H™

Réactions de Lamprocystis purpurea en présence de lumiére.

Autotrophie:

(3) 2HS +4HCO; +NH,; +H' > <C4H,0.N> + 2H,0 + 2S04*
Mixotrophie:

(3)  2HS +4HCO; + NHy + H' > <CqH70,N> + 2H,0 + 280,
4 280" +4HCO; + NHy™ 2 <C4H;0,N> + 480, + H*

(5) CH:COO +NH, +H" = <C4H,0,N> + 2H;0
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La diversité des capacités métaboliques des organismes concemés augmente les
possibilités des interactions pouvant avoir lieu a l'intérieur des agrégats. En effet, D.
thiozymogenes est également capable de pousser par réduction des sulfates et oxy-
dation d'un nombre limité de composés organiques (ethanol, butanol et propanol)
en leurs acides gras correspondants. D'autre part, en présence de sulfide une photo-
assimilation de certains composés organiques (acétate, lactate, propionate et pyru-
vate) a été observée pour la souche LcCad1 (Lamprocystis purpurea) isolée du lac
de Cadagno par Eichler et Pfennig en 1988. Les globules de soufre élémentaire, sto-
qués intracellulairement durant la photo-oxidation, sont ultérieurement oxydés ou
méme réduits, & I'obscurité, par oxydation de produits de stockage internes comme
le glycogene (Mas, 1995). De plus, dans l'obscurité et en conditions micro-oxiques
L. purpurea peut pousser en chimiolithotrophie par oxydation de thiosulfate et sulfi-
de.

Le schéma de la figure 5 résume les interactions possibles entre les deux espéces.

Figure 5 :

Possibles voies métaboliques de sulfate, thiosulfate, soufre et sulfide en
présence de lumiére, catalysées par les bactéries phototrophes (=)
et par Desulfocapsa sp.(—p-).

é : énergie lumineuse

Ce schéma met en évidence le role central du thiosulfate ainsi que la complexité des
réactions (échanges) pouvant avoir lieu entre les bactéries composant les agrégats
observés dans la zone d'oxydoréduction du lac. Les concentrations du thiosulfate
dans les milieux hydriques sont généralement faibles et cela est dt au fait qu'il est
métabolisé tres vite par les micro-organismes (Jorgensen, 1990). D'autre part, le
stockage du soufre (S°) par les membres du genre Lamprocystis est intracellulaire et
ne devrait pas étre disponible pour des utilisateurs externes. Il se pose donc la que-
stion de savoir s'il n'y a pas une carence soit de thiosulfate soit de soufre et donc
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aussi une compétition interne aux agrégats entre les bactéries phototrophes et les bacté-
ries proches du Desulfocapsa thiozymogenes. Toutefois dans un habitat riche en sulfide
comme la chimiocline et le monimolimnion des lac méromictiques, tant le soufre que le
thiosulfate pourraient étre produits par oxydation chimique du HS’, assurant ainsi un
apport constant des deux composés.

En conclusion, le nombre élevé d'échanges mutuels possibles (voir figure 5) ainsi que
I'hétérogénéité des conditions environnementales rend une caractérisation stricte de la
relation entre Desulfocapsa et les bactéries phototrophes pourpres difficile. Lagrégation
pourrait constituer un moyen de survie dans un milieu hostile.

Une hypothése possible serait que les deux organismes adoptent des comportements
différents selon les conditions de vie particuliéres auxquelles ils doivent faire face. Par
exemple en cas dabsence de H,S la relation sera plutét syntrophique ou
symbiotique, en cas d'abondance de substrats la relation sera moins obligatoire (com-
mensalisme ou protocoopération).
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I1l. Vie terrestre et Symbiose

Le sol est un milieu complexe constitué de plusieurs compartiments (gazeus, liquide,
solide, organique et organismes vivants) qui interagissent entre eux de maniére dyna-
mique. Lactivité biologique dans le sol est due a la fois, & des micro-organismes, aux
racines des plantes et aux animaux telluriques. En particulier, les micro-organismes
ont un réle considérable dans la formation du sol et de son fonctionnement, notam-
ment a I'égard du développement et du maintien d'une importante biodiversité du
couvert végétal. On estime qu'un hectare de sol arable doit contenir au moins 10 ton-
nes de bactéries et champignons, dont la grande majorité des espéces nous est
inconnue. Certains de ces micro-organismes sont des pathogénes de plantes mais la
plupart interviennent dans la “boucle microbienne “ des grands cycles biogéochimi-
ques (carbone, azote, phosphore, soufre ...) et sont favorables a la croissance des
végétaux.

Les végétaux hébergent habituellement des microorganismes trés souvent favorables
a leur croissance et a leur santé, tels que les bactéries (Rhizobium) qui améliorent la
nutrition azotée des plantes ou certains champignons qui favorisent la germination
des graines d'orchidées. D'autres champignons telluriques se sont associés aux raci-
nes des plantes dés leur apparition en milieu terrestre et ont ensuite co-évolué avec
elles: cette association, appelée mycorhize, constitue aujourdhui la symbiose radicu-
laire la plus répandue du monde végétal (95% des especes).

LES MICROORGANISMES SOURCE DE NOUVEAUX PRODUITS
PHYTOSANITAIRES

Roland Beffa

Lagriculture durable n'est pas juste un concept a la mode, né des préoccupations
écologistes modernes et des discussions sur la croissance de la population mondia-
le. Un des plus vieux traités relatifs aux pratiques agricoles, écrit un siecle avant J.-C.
par Marcus Terentius Varro définit I'agriculture comme “la science nous enseignant
quelle culture doit étre plantée en fonction des différents sols, et quelles opérations
doivent étre réalisées pour obtenir la meilleure production, en quantité et qualité, a
perpétuité “.

La population mondiale est en constante augmentation passant de 1 milliard en
1850 & 6 milliards en 1999, pour atteindre, selon des estimations moyennes, envi-
ron 8 & 9 milliards en 2025. Du fait de cette croissance numérique, mais également
des efforts qui devront étre réalisés pour améliorer les bases alimentaires dans de
nombreuses régions du globe, il sera nécessaire de doubler la production agricole.
Dans le méme temps, il faudra protéger les ressources en eau et les surfaces utiles
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pour I'agriculture ne pourront augmenter, en particulier pour garder les étendues de
foréts nécessaires au maintien des équilibres écologiques de la planéte. Un des
grands défis sera donc d'obtenir de meilleurs rendements, de diminuer les pertes lors
de la culture et du stockage des produits, tout en augmentant la sécurité¢ pour l'en-
vironnement et |'alimentation. Pour y parvenir, outre I'amélioration des pratiques agri-
coles (e.g. développement de I'agriculture de précision), le contréle des interactions
entre la plante et les microorganismes est un élément clé. Ces derniers comme les
champignons mycorhiziens peuvent avoir un effet positif significatif sur le rendement
des cultures, mais les microorganismes sont malheureusement également la source
de nombreuses maladies causant des pertes considérables. Aujourd'hui, méme en
utilisant des produits phytosanitaires des pertes trés importantes sont encore
observées, aussi bien pendant la croissance et la maturation des cultures que pen-
dant le stockage des récoltes (pertes évaluées a plus de 10%). Dans les cas ou ces
produits sont moins ou pas utilisés, de 50% & 80% des récoltes peuvent étre anéan-
ties suite a 'apparition de maladies causées par des champignons, des bactéries ou
des virus. D'autre part, la réglementation de plus en plus sévere demande d'utiliser
des produits dont l'activité est de mieux en mieux ciblée sur les microorganismes
phytopathogénes (i.e. de minimiser au maximum les effets secondaires) et de dimi-
nuer les doses appliquées. Dans ce contexte, la découverte de composés naturels,
souvent produits par des microorganismes, constitue un domaine de recherche pro-
metteur pour ces prochaines années.

Aujourd'hui, environ dix pour cent des produits utilisés comme pesticides sont d'ori-
gine naturelle, soit isolés directement, soit modifiés a partir de molécules de base
purifiées dans des extraits de plantes, de microorganismes, voire d'animaux (Tableaux
1 et2).

Tableau 1 :
Exemples de produits naturels utilisés comme pesticides.

Pesticides Composés actify Sources
Insecticides Abamecting Streptomyces avernitifis
Milbemectine Streptomyces hygroscopicus
spp. Aureolgcvimosus
Spinosad Saccharopolyspora spinvsa
Bt-toxincs Bacillus thuringensis
Herbicides Bilanafos Streptomycces hygroscopicus
Fongicides Blasticidine-S Strepromyces
griseochromogenes
Kasugamycine Streptoimyces kasugaensis
Validomycin Streptomyces hygroscopicus
spp. limoneus
Polyoxincs Streptomyvees cacaoi spp.
ds0ensis
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Tableau 2 :
Exemples de produits naturels modifiés utilisés comme pesticides.

Pesticides Composés isolés / sources Composés modifiés actifs
Insccticides Pyrethrines / Chrysantemum | Pyrcthroides (33)*
Herbicides Bilanafos [/ Streptomyeces |Glufosinate (1)
hygroscopicus
Fongicides Strobilurines / Strobiluria | Methoxyacrylates (4)
tenacellus
Pyrrolenitrine / Pseudomeonas | Fenpiclonile, Fludioxonile (2)
pyrrocinia

Le fait de ne pouvoir cultiver in vitro que 1 - 5% des microorganismes limite forte-
ment notre capacité & découvrir de nouveaux composés naturels. Malgré cela envi-
ron 40000 molécules d'origine naturelle sont utilisées aujourd’hui dans différents
domaines d'activité dont la protection des cultures. Le développement de nouveaux
outils de biologie moléculaire, de la robotisation des méthodes de culture, de repi-
quage des microorganismes et de “screening” ouvrent de nouvelles possibilités
(Figures 1 et 2). En particulier le fait de pouvoir extraire de grands fragments d’ADN
de microorganismes vivant dans des biotopes présentant des caractéristiques parti-
culieres (chaleur, salinité, composition du sol, etc.) et de pouvoir exprimer leurs génes
dans des microorganismes cultivés en laboratoire (amélioration des technologies de
transformation) ouvrent de nouveaux champs de recherche des plus prometteurs. De
plus, les technologies permettant de modifier avec un haut débit les différents ADN,
on peut parler de biologie combinatoire, augmente encore les possibilités d'accroi-
tre la diversité des composés synthétisés par les microorganismes.

SyBiE DNA pool
poo
e
50 kb - 1Mb

Bacterial fraction
S
f} Transformation of a laboratory

Streptomyces strain

shuttle cosmid Library in E. coli with selected clones
% || Novel
- - U molecules
Genetic extracts
prescreening Chemical analysis 53
HTS

Figure 1 :
Small molecules recombinant libraries
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LES BASES MOLECULAIRES DES SYMBIOSES FIXATRICES
D’AZOTE A LARGE SPECTRE D'HOTE

Xavier Perret et William John Broughton

De nombreuses bactéries (procaryotes) ont la capacité d'envahir (infecter) des organi-
smes supérieures (eucaryotes) comme les animaux ou les plantes. Lissue de ces inte-
ractions varie suivant le couple héte-microorganisme considéré. Dans le cas de bacté-
ries pathogénes, les microorganismes infectieux se développent au dépens des tissus
de I'hote et cet envahissement aboutit souvent a une maladie typique (parasitisme). En
revanche, dans le cas d'interactions symbiotiques les bactéries s'installent pendant de
plus ou moins longues périodes dans les tissus ou méme a l'intérieur des cellules de
I'hote, et ceci pour le bénéfice des deux partenaires. Symbioses ou parasitismes sont
généralement des interactions trés spécifiques, amenant a définir le “spectre d'hote”
comme 'ensemble des organismes pouvant étre infectés par une bactérie donnée.
Remarquablement, les agents infectieux, qu'ils soient pathogénes ou symbiotiques,
échangent avec leur hote de nombreux signaux chimiques. Cest le type de molécules
transmises au partenaire mais aussi la séquence avec laquelle ces signaux seront
échangés, qui déterminera si les procaryotes seront capables d'abaisser ou d'éviter les
barriéres de défense de I'hote et ainsi d’envahir ses tissus.

Parmi les bactéries du sol, certaines peuvent étre extrémement nuisibles comme par
exemple Ralstonia solanacearum (anciennement Pseudomonas solanacearum) qui
provoque le flétrissement bactérien sur des plantes cultivées aussi importantes que la
pomme de terre, le tabac ou la tomate. D'autres sont au contraire trés bénéfiques,
comme par exemple les souches de Rhizobium capables de s'associer symbiotique-
ment avec des plantes de la famille des légumineuses, dont plusieurs sont d'importan-
ce agronomique (cacahuete, haricot, luzerne, pois, pois chiche, soja). Dans ces sym-
bioses, les rhizobia qui infectent les racines des plantes hotes (processus de nodula-
tion) induisent sur celles-ci la formation de nodosités a l'intérieur desquelles les bacté-
ries pourront fixer I'azote atmosphérique. On parle alors de fixation symbiotique de I'a-
zote et les plantes nodulées pourront ainsi prospérer sur des sols pauvres, méme en
I'absence d'engrais azotés. Contrairement & des souches comme (Sino)Rhizobium
meliloti capables d'interagir avec quelques légumineuses des zones tempérées,
Rhizobium sp. NGR234 posséde un spectre d'héte particulierement étendu. NGR234
est non seulement capable de noduler plus de 112 genres de légumineuses, mais ce
microsymbiote forme aussi des nodosités sur Parasponia andersonii, une plante non-
légumineuse.

Le processus de nodulation, qui conduit les rhizobia du voisinage immédiat des racines
des plantes hotes jusqu'a I'intérieur de cellules des nodosités, comprend plusieurs éta-
pes successives: (i) l'attachement des bactéries aux poils absorbants, (i) la courbure
spécifique du poil en “crosse de berger”, (iii) la pénétration des rhizobia dans le poil
absorbant et la formation d'un filament d'infection (FI), (iv) la progression du Fl en
direction du cortex racinaire, (v) la ramification du FI pour atteindre un maximum de
cellules hétes du nodule nouvellement formé, (vi) depuis I'extrémité du Fl, la libération
des rhizobia a l'intérieur du cytoplasme des cellules végétales hotes, et finalement (vii)
la différentiation des microsymbiotes en bactéroides fixateurs d'azote. Probablement
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afin de restreindre l'infection aux seules bactéries les mieux adaptées a chacune des
plantes hotes, ces demiéres sont capables de bloquer la progression des rhizobia a cha-
cune des différentes étapes détaillées ci-dessus. C'est grace a un échange séquentiel
de différents signaux moléculaires par les deux partenaires symbiotiques que le pro-
cessus infectieux est controlé.

Ce véritable dialogue moléculaire commence par la production au niveau des racines
des plantes hotes de nombreux composés phénoliques. Parmi ceux-ci, des flavonoides
induisent chez les rhizobia présents dans la rhizosphére I'expression d'une série de
genes symbiotiques impliqués dans les étapes précoces de la nodulation. En réponse
a ce premier stimulus, beaucoup des protéines Nod, Nol, et Noe ainsi exprimées sont
impliquées dans la synthése et la sécrétion de molécules particulierement potentes: les
facteurs de la nodulation (facteurs Nod). A leur tour, ces facteurs Nod vont provoquer
chez les plantes hotes la courbure en crosse de berger des poils absorbants, ainsi que
la formation dans le cortex racinaire de nouveaux méristémes a l'origine des nodosités.
Actifs & des concentrations aussi faibles que 10-9 M méme en l'absence de rhizobia,
les facteurs Nod purifiés agissent donc comme de véritables hormones végétales capa-
bles de provoquer des changements morphologiques importants mais aussi d'induire
la division de cellules corticales. Des bactéries mutantes incapables de synthétiser les
facteurs Nod ne pouvant plus noduler, ces molécules sont donc essentielles a la péné-
tration des rhizobia dans les poils absorbants.

Lutilisation par les deux symbiotes de “codes” spécifiques, permet déja dés les étapes
précoces de la nodulation d'opérer une sélection stricte parmi les nombreux microor-
ganismes qui se développent dans la rhizosphére des plantes hotes. Ainsi I'expression
des génes nod des rhizobia est généralement sous le contréle des protéines NodD, une
famille de protéines régulatrices de la transcription du type LysR. Si NodD reconnait les
boites nod (éléments régulateurs conservés de 49 pb présents en amont des opérons
nod, nol et noe) méme en |'absence de flavonoides, seule la présence de flavonoides
compatibles active I'expression spécifique des génes nod. Certaines protéines NodD,
comme par exemple NodD1 de NGR234 reconnaissent ainsi un large éventail de com-
posés inducteurs différents, tandis que d'autres NodD ne sont activées que par un ou
peu de composé(s) phénoliques. A leur tour, les facteurs Nod synthétisés par une sou-
che de Rhizobium n'induisent une réponse que chez certaines plantes hotes.
Constitués d'un squelette de 3 & 6 molécules de N-acétyl-glucosamine, les facteurs Nod
portent a leur extrémité non-réductrice une chaine d'acide gras. La structure de cette
chaine (degré d'insaturation, position des doubles liaisons, etc.), ainsi que les diverses
substitutions des extrémités réductrice et non-réductrice sont caractéristiques de cha-
que espéce de Rhizobium. Dans quelques cas, il a été démontré que la disparition (ou
I'addition) d'un groupement de substitution pouvait notablement influencer le spectre
d'hote de la bactérie. Les protéines NodD et leur spécificité pour certains composés
phénoliques ainsi que les facteurs Nod émis par les rhizobia en réponse aux flavonoi-
des de la plante hote, représentent donc les premiers composants moléculaires per-
mettant d'expliquer le phénomene de spécificité d'hote.

Pendant le développement du filament d'infection, les composants de la paroi des
microsymbiotes semblent jouer un rdle particuliérement important dans la progression
des rhizobia infectieux en direction des cellules du cortex racinaire. Par exemple, un
mutant de R. meliloti 1021 incapable de synthétiser les exopolysaccharides (Exo) de
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type succinoglycan (EPS 1) forme des nodosités vides de tout bactéroide sur son héte
Medicago sativa. Si la plupart des mutants Exo- continuent de provoquer une courbu-
re normale des poils absorbants, des travaux de microscopie ont montré qu'en revan-
che les filaments d'infection formés par ces mutants avortent plus ou moins rapide-
ment. Chez la souche a large spectre d'héte NGR234, des résultats similaires sont obte-
nus en inoculant Leucaena leucocephala, une plante qui forme des nodosités indéter-
minées possédant un méristeme nodulaire persistant. Toutefois des mutants Exo- de R.
leguminosarum bv. phaseoli et R. fredii continuent de fixer symbiotiquement I'azote en
association avec leurs plantes hotes respectives Phaseolus vulgaris et Glycine max, qui
produisent des nodules de type déterminé. Par ailleurs, d'autres composants de surfa-
ce comme les lipopolysaccharides (LPS), les polysaccharides capsulaires (CPS et KPS)
et les K-glucans cycliques jouent aussi un réle important dans plusieurs associations
symbiotiques. Quel que soit leur fonction exacte, EPS, LPS, CPS et 8-glucans cycliques
opérent donc comme des codes moléculaires permettant aux rhizobia invasifs de
gagner, depuis le point d'infection au niveau de I'apex du poil absorbant, le cytoplasme
des cellules des nodosités. Une fois encore, le type de code utilisé (ou manquant) sera
une des clés permettant de déterminer la spécificité de I'interaction.

La récente mise en évidence de mécanismes de sécrétion de type Ill (TTSS) dans des
souches aussi diverses que Bradyrhizobium japonicum, Mesorhizobium loti
MAFF303099, NGR234, et R. fredii USDA257 continue d'intriguer nombre de cher-
cheurs. Originellement mis en évidence chez les pathogenes des animaux et des plan-
tes, les TTSS permettent la translocation de protéines effectrices depuis I'agent infec-
tieux jusque dans le cytoplasme des cellules eucaryotes hotes. Essentielles au pouvoir
pathogéne de microorganismes comme Yersinia pestis (I'agent de la peste) ou
Ralstonia solanacearum, ces véritables “seringues moléculaires” ne sont activées qu'en
présence de I'hote. Lactivation du systéme de sécrétion de type IIl de NGR234 par les
flavonoides et sa régulation méme indirecte par le régulateur symbiotique principal
NodD1, suggére son implication dans la relation symbiotique avec les plantes hotes.
Effectivement, l'inactivation par mutagénése dirigée du TTSS de NGR234 et de plu-
sieurs protéines sécrétées par ce systéme confirme I'importance de ces facteurs dans
la nodulation de plantes telles que Pachyrhizus tuberosus et Tephrosia vogelii. Au
méme titre que les protéines NodD, les facteurs Nod, les composés de surface EPS,
LPS, CPS et -glucans cycliques, les protéines sécrétées par le TTSS de NGR234 con-
tribuent donc aussi au dialogue moléculaire échangé avec les plantes hotes potentiel-
les et a déterminer la spécificité de la relation symbiotique.
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LES MYCORHIZES, LE SOL ET LE DEVELOPPEMENT VEGETAL

Silvio Gianinazzi, Diederik van Tuinen et Vivienne Gianinazzi-Pearson

Dans les sols, le site privilégié de multiplication des micro-organismes est la rhizo-
sphére (zone a l'interface de la racine et du sol) trés riche en nutriments exudés par
les racines (sucres, acides aminés, acides gras, facteurs de croissance, ...), et qui
représente au moins 20-30% du photosynthat. Uniquement pour les bactéries, on
estime qu'elles sont 20 a 10000 fois plus nombreuses dans la rhizosphére que dans
un sol nu. Toutefois leur importance relative varie en fonction du couvert végétal et
de I'4ge des plantes ; d'ou les difficultés pour une gestion de ces ressources biologi-
ques au profit de I'environnement et de 'homme. Certains de ces micro-organismes
vivent en symbiose avec les racines et jouent un role trés important dans le déve-
loppement des plantes (Tableau 1). Parmi ceux-ci il y a les champignons mycorhi-
zogenes, dont la contribution a I'adaptation des végétaux aux écosystémes terrestres
au cours de I'évolution est amplement reconnue (Smith & Read, 1997). Ces cham-
pignons appartiennent aussi bien aux Basidiomycétes qu'aux Ascomycétes et aux
Zygomycetes et ils forment des symbioses mycorhiziennes avec les racines d'environ
95% de plantes terrestres. Les différents types de mycorhizes qui existent se distin-
guent a la fois par les groupes taxonomiques des partenaires symbiotiques impliqués
(plantes et champignons) et par les structures typiques formées dans la symbiose
(Tableau 2)

Tableau 1 :
Les symbioses racinaires

TYPE

TAXON MICROBIEN

TAXON VEGETAL

ASSQOCIATION

FONCTION

MYCORHIZES

Champignens

Plantes Lerrestres (95%
de tamilles)

Mycélium  intra  ctiou

intereellulaire

Nutrition P,
Bioprotection

N.

BACTERIORHIZES

Bactérics
{cx. Simorhizoblum}

Légumincuses
principalement (~1%

Bactéroides
intracellulaires

Fixation d'azotc

{ex. Nostoo)

(~1% de plantes)

de plantes)

ACTINORHIZES Bactéries (ex. Frankia} | AU !pc. Casuarina.| ‘Hyphes' o vésicules | Fisation d'azote
Myrica. ... intracelylaires
(1% de plantes)

CYANORHIZES Cyanobactérics Cycadales Bactéries intercellulaires | Fixation d'azote
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Tableau 2 :

Les différents types de mycorhizes, les partenaires impliqués et leur
mode de reconnaissance

A vesicules et arbuscuics

ECTENDOMYCORHIZES
Arbutoides

Manotropoides

Rhododendron, ..
Environ 80% dey
cspéces vépétales,
Ptéridophytes,
Ciymnospermes ct
Angiospermes

Arbutus. Pyrola,
Arctostaptivios

Monotropacées

(Monotropa, Plerospora.,

Sarcodes, )

ZYGOMYCETES
(CGlomus. (igaspora,
Acetrfospora,
Sclerocystis, ..}
(non cultives in vitro)

BASIDIOMYCETES
Espéces formant les

cetomycorhizes (Pisolithus,

Laccarie, Lociarius, ..}

BASIDIOMYCETES
Espéces formant les
cetomygorhizes
(Suifhus, Rlizopogen,
Russieda, ..

Coloration
spécitique des
racines

Morphologic
caractéristique des
racines

Morphologice
caractéristigue des
racines

Tvpes de mycorhize Plantes impligquées Partenaires Reconnaissance Structure
fongiques
ECTOMYCORHIZES
Espéces lignouses Cuelques milliers d’espéce | Morphologic Manchon, réscau
exclusivement : appartenant aux caractéristigue des d’lHartig
surtout des foréts en BASIDIOMYCETES racines
zones tempérées (Boletus, Lucearia, )
(Pinacéces, Betulacées, ASCOMYCETES
Fagacées, Ulmacées,. ) | (Fuber, Sareasoma,. )
ZYGOMYCETES
{Fndogone)
ENDOMYCORHIZES
Orchidoides Orchidacées BASIDIOMYCETES Coloration Peloton longigque
(Croodvera, Farilia, (Ceratnhasiditi, spéctfique des intracellulaire
Dacivlorchis, ...) Armitilaria, racines
Trkasielia,
Thoatephorus, ...} Peloton longigue
Ericoides Ericactes, ASCOMYCETES Coloration intracellulatre
Empetracées, (Hyvmenaseyphus ericae) speeifique des
Epacridacces racines
(Calluna, Vaccinium,
Gandihieri, Vésicules ot

arbuscules
fongigues
(intracellulaires)

Manchon, réscau
d'Hartig.
peloton fongigue
tracellulare

Manchon, réscau
d’Hartig, ergot
fongique
intracellulaire

Parmi les mycorhizes, celles a arbuscules, constituent la symbiose végétale la plus
répandue dans la nature, du fait de leur ubiquité et du nombre élevé d'espéces végé-
tales concernées. A ce jour, on dénombre environ 120 espéces de champignons
capables de former ce type de mycorhizes ; ils appartiennent tous a l'ordre des
Glomales et ne peuvent pas étre cultivés seuls, soit en absence de la plante-hote.
Leur cycle biologique dans le sol repose entierement sur la présence de racines
vivantes de plantes-hotes (Figure 1). Associés aux plantes, trés probablement depuis
leur colonisation du milieu terrestre, il y a quelques 450 millions d'années, ils ont co-
évolué avec elles et, a ce jour, environ 80% des plantes supérieures peuvent former
ce type de symbiose. En association avec les Glomales, un nombre important de pro-
cessus physiologiques des plantes sont améliorés : nutrition minérale, résistance aux
stress biotique (maladies) et abiotiques (pollution ...), enracinement et floraison.
Comme la plupart des plantes cultivées forment des mycorhizes arbusculaires, les
champignons impliqués constituent un outil biologique de choix dans le développe-
ment d'une gestion de I'environnement et une production végétale durable (Figure
2) (Budi et al., 1998).
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intercellulaire
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développement de
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arbuscules

Figure 1 :
Cycle biologique des champignons mycorhizogénes a arbuscules

Figure 2 :
Impact de la mycorhization (M) sur la croissance d’asperges au champ
(NM : plantes non mycorhizées)
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Lutilisation optimale de ces champignons mycorhizogénes a arbuscules et des sym-
bioses qu'ils engendrent passe obligatoirement par une connaissance approfondie a
la fois des mécanismes permettant la reconnaissance entre les deux partenaires
(plante et champignon) et de leurs programmes génétiques et cellulaires respectifs
régissant la formation et le fonctionnement des symbioses mycorhiziennes. Les diffé-
rents processus doivent étre régulés par des échanges de signaux entre les deux par-
tenaires conduisant & des modifications dans I'expression de leurs genes qui, a leur
tour, induisent une cascade d'événements dans les processus cellulaires des hyphes
et des cellules des racines permettant la formation des mycorhizes (Figure 3).
Lanalyse du protéome symbiotique a confirmé que la mise en place des mycorhizes
a arbuscules est accompagnée de modifications trés importantes au niveau des
protéines (Dumas-Gaudot et al., 1998).

Génome de la plante (énome du champignon

Pré-infection

v

Contacts cellulaires

Reconnaissance ¢ Signalisation

Processus de colonisation

Arbuscule : interface symbiotique

v

Plante symbiote %—b Intégration
M morphofonctionnelle

PR— Champignon symbiote

Figure 3 :
Dialogue moléculaire plante/champignon symbiotique

Uidentification des genes (et particuliérement de ceux ayant une importance agro-
nomique) impliqués dans les interactions complexes plante/champignon dans les
mycorhizes a arbuscules est donc une tdche majeure pour I'exploitation de ces systé-
mes symbiotiques en environnement durable. Des approches ciblées et non ciblées
sont utilisées pour analyser le génome fonctionnel des mycorhizes arbusculaires en
vue d'identifier les génes de la plante et du champignon, ainsi que les protéines cor-
respondantes, impliqués dans le processus symbiotique.

Les approches ciblées répondent a des questions pré-définies concernant |'expres-
sion génique ; elles utilisent des sondes moléculaires de genes, ayant déja été iden-
tifiés comme étant associés a d'autres systemes biologiques ou & des processus
métaboliques, pour suivre leur expression. Les génes de la plante qui ont été les plus
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étudiés chez les mycorhizes arbusculaires sont surtout ceux associés a d'autres inte-
ractions plante/microorganismes ou & des processus de transport trans-membranai-
re. Les analyses des évenements moléculaires communs avec les autres interactions
plante/micro-organisme ont été d'abord focalisées sur la réponse des génes de
défense a la colonisation des racines par les champignons mycorhizogénes a arbu-
scules, et plus tard étendues aux génes associés aux programmes cellulaires de
nodulation (Gianinazzi-Pearson, 1996 ; Gianinazzi-Pearson & Denari¢, 1997 ; Journet
et al, 2001). Lexpression de ces génes est faible, transitoire et fréquemment locali-
sée dans les cellules corticales contenant les arbuscules, suggérant que différentes
associations plante/microorganismes utilisent des voies signalétiques communes.
Lapproche ciblée a aussi confirmé I'activation de génes de la plante codant pour des
fonctions membranaires comme I'H+-ATPase ou I'aquaporine, nécessaires pour les
activités de transport dans les tissus symbiotiques (Roussel et al., 1997 ; Gianinazzi-
Pearson et al., 2000 ; Krajinski et al., 2000).

Dans les approches non ciblées, il n'y a pas d'a priori sur les génes qui seront iden-
tifiés ; elles visent l'identification du plus grand nombre de génes différentiellement
régulés et, en particulier, I'isolement de génes nouveaux dont l'expression pourrait
étre spécifiquement nodulée dans les associations mycorhiziennes. De telles appro-
ches ont été au début basées a la fois sur I'hybridation différentielle de banques
d’ADNc ou sur le tri différentiel ’ARNm de racines mycorhizées ou non (Tahiri-Alaoui
& Antoniw, 1996 ; Martin-Laurent et al,, 1997 ; Roussel et al., 2001). Bien que ces
techniques aient apporté de nouvelles informations sur I'expression de génes dans
les symbioses, le nombre de génes identifiés est resté assez limité. Toutes les appro-
ches ciblées et non ciblées mentionnées ci-dessus n'ont permis que l'identification
d'environ 60 genes de la plante et 10 génes fongiques, dont I'expression est
modulée au cours de la symbiose.

Récemment nous avons adopté deux voies alternatives pour étudier la génomique
fonctionnelle des mycorhizes arbusculaires en vue d'obtenir une vue plus globale des
génes de la plante et du champignon impliqués dans ces symbioses. La premiére uti-
lise la technique d'hybridation suppressive soustractive pour cloner et analyser les
EST (marqueurs de séquences exprimés) correspondant aux genes différentiellement
exprimés dans les mycorhizes arbusculaires. La seconde consiste dans la comparai-
son, aprés séquencage a grande échelle, de banques de ADNCc représentatives d'ESTs
de racines symbiotiques et non symbiotiques. Un nombre trés large d'ESTs de
mycorhizes a été obtenu avec les deux méthodes. Les recherches de similitude avec
les séquences répertoriées dans les bases de données montrent que la majorité
d'ESTs est représentative de génes codant principalement pour des enzymes du
métabolisme primaire et secondaire, des protéines de défense ou de transport.
Toutefois les deux méthodes ont permis d'identifier environ 100 genes ayant des
similitudes avec des séquences a fonctions inconnues ou ne présentant aucune simi-
larité avec des génes a fonction connue ; ces derniers pourraient donc étre des génes
spécifiques de la mycorhization (résultats non publiés).

Afin d'avancer non seulement dans la connaissance des génes impliqués dans la for-
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mation des mycorhizes a arbuscules, mais aussi dans le fonctionnement symbioti-
que, l'approche protéomique est développée en paralléle (Dumas-Gaudot et al,
20071). Ces travaux ont déja conduit a identifier plusieurs dizaines de protéines diffé-
rentiellement exprimées dans les symbioses des racines. Le séquencage par spec-
trométrie de masse des polypeptides d'intérét obtenu aprés électrophorese 2D et la
recherche de similitudes dans les bases de données a révélé comme dans le cas des
génes, que la plupart de ces protéines sont impliquées dans des processus métabo-
liques connus. D'autres, par contre, ne correspondent & aucune séquence connue et
pourraient bien étre spécifiques de la mycorhization (Bestel-Corre et al., 2001).

La confrontation des séquences d'ESTs et de protéines n'ayant pas d'analogie dans
les banques de données devrait contribuer a l'identification des génes et de leur pro-
duits spécifiques des mycorhizes arbusculaires. Des anticorps et des sondes nucléi-
ques pourraient ensuite étre synthétisés pour des études spatio-temporelles du pro-
gramme cellulaire et tissulaire conduisant a la formation et au fonctionnement sym-
biotique. Toutefois la promotion de ['utilisation des champignons mycorhizogénes a
arbuscules en développement (agriculture) durable nécessite aussi de forger des
outils adaptés & l'identification et a la gestion de ces symbiotes obligatoires in situ,
c'est-a-dire aussi bien dans le sol qu'en association symbiotique avec les racines des
plantes. Des amorces taxon-spécifiques basés sur le polymorphisme nucléaire
observé au niveau des domaines variables D1 et D2 de la grande sous-unité riboso-
mique des Glomales ont pu étre élaborés (van Tuinen et al,, 1998). Ainsi la présen-
ce d'un champignon mycorhizogéne donné peut étre révélé par PCR en gigogne a
partir d’ADN extrait du sol et/ou des racines (Figure 4) et leur importance relative
estimée (Jacquot et al,, 2000). Lobtention de macro/micro-arrays pour détecter la
présence de champignons mycorhizogénes dans la racine et le sol peut maintenant
étre envisagé.

Figure 4 :

Détection par PCR en gigogne de 4 champignons mycorhizogénes a arbu-
scule (1, Scutellospora castanea et Glomus intraradices ; 2, G. mosseae ;
3, Gigaspora rosea) dans 2 fragments (A et B) de racines d’oignon pré-
levés au hasard. M, marqueurs moléculaires.
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En conclusion, les recherches conduites, sur les mycorhizes, aprés avoir montré le
réle central que ces symbioses jouent dans le développement et la santé des plan-
tes, se sont orientées vers I'utilisation des outils modernes de génomique et de
protéomique pour analyser au niveau moléculaire les fonctions symbiotiques, définir
les conditions optimales de leurs utilisations et ainsi contribuer a la promotion d'une
gestion durable des écosystémes naturels et agraires.
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LES LICHENS

Andrea Zocchi et Raffaele Peduzzi.

Les lichens sont des organismes “doubles”, c'est-a-dire composés par deux ou plu-
sieurs individus (champignons et algues), vivant en symbiose mutuelle stable. Les
champignons lichénisés, aussi dits mycobiontes, appartiennent, dans 90% des cas
aux Ascomycetes, dans 2% des cas aux Basidiomycetes et dans 8% des cas aux
“Fungi imperfect”, dont le cycle reproductif sexuel est inconnu (Clauzade & Rou,
1986). Les algues, unicellulaires ou coloniales, appelées phycobiontes ou photo-
biontes, appartiennent aux Chlorophytes (Tebuxia, Myrmecia, Pleurococcus,
Stichiococcus), aux Xanthophytes (Trentepholia) ou aux Cyanobactéries (Nostoc
Gloeocapsa, Chrococcus, Stygnosa).

Quand les hyphes du champignon entrent en contact avec les parois des cellules
algales il se produit une morphogenese trés spécifique qui donne au lichen son
aspect typique.

Les rapports cytologiques entre le champignon et l'algue peuvent étre plus ou moins
étroits:

a) les hyphes enveloppent les cellules algales, ou

b) pénétrent leurs parois, ou bien

) pénétrent leurs parois et déforment leur membrane cellulaire en arrivant a proxi-
mité des chloroplastes.

C'est seulement apres l'instauration d'une relation stable entre les deux organismes,
que le champignon commence a produire les “substances lichéniques”, trés impor-
tantes non seulement pour la systématique, mais aussi pour la pharmacologie et la
cosmétologie.

* Anatomie et morphologie

La systématique des lichens se base presque exclusivement sur la morphologie et sur
la présence de quelques métabolites secondaires qui peuvent étre mis en évidence
par I'action de plusieurs réactifs chimiques.

Du point de vue anatomique, les lichens sont des organismes a thalle, c'est-a-dire
sans la présence de vrais tissus. En effet, ce sont les hyphes, plus ou moins étroite-
ment accolées, qui peuvent reproduire certaines fonctions propres des tissus. En
général, on peut distinguer deux catégories fondamentales de structures de lichen :

STRUCTURE HOMOMERE

Homogene ou presque, dans toute I'épaisseur du thalle: algues et hyphes sont
meélangées dans le thalle entier, méme si on peut distinguer une zone supérieure et
une zone inférieure, aux hyphes approchées, ayant une fonction d'épiderme.
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STRUCTURE HETEROMERE

Bien plus fréquente, elle se distingue de la précédente par la différenciation de plu-
sieurs couches superposées:

- cortex supérieur: constitué seulement d'hyphes trés denses formant, parfois, un
faux tissu épithélial. Ceci a la fonction de revétement et de filtre passif dans les
échanges avec I'extérieur;

- au-dessous du cortex supérieur on trouve la couche algale, formée d'un réseau
d'hyphes moins dense, dont les mailles contiennent, dans une voile d'eau, les algues;
- au-dessous encore il y a la médulle, formée seulement d'hyphes, en général, trés
laches;

- le cortex inférieur peut étre présent ou pas; il montre des hyphes, un peu moins
serrées que celles du cortex supérieur, et des modifications pour l'ancrage du thalle.

Les thalles des lichens peuvent étre classés en plusieurs types morphologiques,
parmi lesquels les trois premiers sont les principaux. A l'intérieur de chaque type, on
peut observer des formes de transition:

- lichen a thalle crustacé: le thalle est étroitement attaché au substrat par la
médulle, car le cortex inférieur n'existe pas. Le thalle peut étre a l'intérieur du substrat
(lichens endophytes, endolitiques, ou hypogés), ou a I'extérieur (lichens épiphytes,
épilytiques, muscicoles, ou épigés);

- lichen a thalle foliacé: le thalle est formé de lobes plus ou moins plats, avec la
face supérieure différente de la face inférieure qui a elle-méme un cortex. Les lobes
sont disposés parallélement au substrat et, dans quelques espéces, leurs bords sont
redressés. Le thalle est adhérent au substrat par des spécialisations de son cortex
inférieur. Ce sont soit de fausses radicelles (Rhizines) jouant le seul role de moyen
de fixation, soit une trés petite surface (Crampon), le plus souvent prés du centre du
thalle, dit, dans ce cas, ombiliqué ;

- lichen a thalle fruticuleux : le thalle est constitué de lobes ou de laniéres redres-
sées, pendants ou étalés, ayant une section plate ou ronde. Il est attaché au substrat
seulement par sa partie basale. Les “barbes de bois” sont des lichens fruticuleux typi-
ques ;

- lichen a thalle complexe : les thalles complexes sont propres au Cladonia et au
Stereocaulon. s sont formés de deux parties bien distinctes:

a) thalle primaire crustacé ou squamuleus;

b) thalle secondaire fruticuleux, formé d'éléments se développant plus ou moins
perpendiculairement au substrat ;

- lichen a thalle gélatineux : chez beaucoup de lichens & cyanobactéries le thal-
le est noir ou noirdtre, et a une structure homomere; le plus souvent rigide et fragile
a I'état sec, il gonfle et devient gélatineux sous l'action de I'eau.

La surface des lichens n'est pas réguliére, mais peut montrer des structures a fonc-
tion différente qui aident la classification. Des exemples sont fournis par les cils
(formés d'un faisceau d'hyphes), les nodules, tubercules, fibrilles, papilles et
spinules qui favorisent les échanges gazeux et aqueux avec |'environnement en
augmentant la surface du thalle
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ORGANES REPRODUCTEURS

Le lichen, en qualité d'organisme double, ne se reproduit que végétativement, par
des structures superficielles, dites Isidies et Sorédies.

Isidies: ce sont des excroissances du thalle de quelques dixiémes de millimétres.
Toutes ont toujours les pseudo-tissus du lichen (cortex, couche algale, médulle) et
un nouvel individu peut naitre suite & leur fragmentation ou détachement du thalle.
Sorédies: ce sont des structures formées de I'excroissance d’hyphes médullaires par
une fragmentation du cortex. Ces hyphes enveloppent quelques algues. Les sorédies
ont, généralement un aspect pulvérulent ou granuleux et elles peuvent étre répan-
dues sur la surface du thalle ou accumulées en quelques points. Les agrégations de
sorédies sont appelées SORALIES; celles-ci peuvent avoir les formes les plus diffé-
rentes.

Sous certaines conditions écologiques le partenaire fongique peut se reproduire
sexuellement, par la formation de méiospores a l'intérieur de corps fructiféres.

Les principaux corps fructiferes des champignons ascomycétes lichénisés sont les
Périthéces ct les Apothécies. La structure de ces organes est celle typique des
Acomycetes et les hyphes ascogénes se forment classiquement comme chez les
champignons non-lichenisés.

* Aspects pratiques des lichens

Du point de vue pratique les lichens n‘ont qu'une importance minime, méme si crois-
sante.

Dans les pays nordiques, des espéces de lichens servent de nourriture aux animaux
(Cladonia rangiferina est une partie importante du régime alimentaire des rennes;
en Islande Cladonia stellaris et Cetraria islandica sont employés comme fourrage
pour les vaches). Dans le régime alimentaire humain, au contraire, les lichens ne
jouent pratiquement aucun role méme s'il'y a des exemples au Japon ot Umbilicaria
esculenta est utilisée pour des salades, ou en Amérique du nord ot les populations
indigénes de la cote pacifique utilisent Alectoria jumbata (Nimis, 1986).

Beaucoup de lichens produisent des substances antibiotiques, mais peu d'entre eux
sont employés dans la pharmacopée. Une tisane & base de Cetraria islandica est effi-
cace comme antitussif et comme digestif. Lacide usnique, extrait de Cladonia stella-
ris et Usnea spp., est la substance active d'une pommade vendue en Allemagne
comme antibiotique et antifongique.

La Letharia vulpina produit I'acide vulpique, qui est tres toxique. Il a été employé dans
les pays du Nord pour les loups et les renards en le mélangeant a la viande qui était
ensuite offerte comme appat aux animaux sauvages.

Les extraits de différents lichens sont employés pour la production de parfums (par
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exemple la “mousse de chénes’, extrait d'Evernia prunastri) ou pour la production de
colorants (orseille, extraits de Roccella).

Enfin, les lichens sont d'excellents indicateurs des conditions environnementales. Par
exemple, en étant les premiers organismes a coloniser les rochers, ils peuvent étre
utilisés pour controler si un glacier se rétrécit et, si c'est le cas, & quelle vitesse. De
plus, les lichens peuvent fournir des données sur la composition en micronutriments
de leur environnement ou encore le degré de pollution atmosphérique, car leur crois-
sance est bien corrélée avec la teneur en oxydes de soufre et d'azote de I'air (De
Slover, 1964 ; Hawksworth & Rose, 1970).

* Les lichens et le biomonitorage

La méthode la plus commune pour évaluer la pollution dans un milieu, est une analy-
se chimique et physique, par appareillages automatiques, des éléments qui habi-
tuellement ne devraient pas étre présents. Le relevé est trés précis, mais ponctuel
dans le temps et dans I'espace.

Pour évaluer la situation environnementale d’'une région étendue, on utilise un
modéle mathématique et statistique des données, méme si ces modéles donnent
peu de renseignements sur les effets de la pollution sur les écosystemes.

Cependant dans I'atmosphére, dans I'eau et dans le sol, il y a des organismes plus
sensibles que d'autres aux contaminations anthropiques. Ces organismes réagissent
de maniere caractéristique lorsqu'ils se trouvent en conditions peu ou pas favorables.
Quelques-uns, par exemple, subissent de graves dommages métaboliques et meu-
rent, d'autres réduisent leurs activités physiologiques et reproductives, d'autres enco-
re montrent une accumulation de polluants particuliers dans leurs tissus et organes
(De Slover, 1964).

Selon ces considérations, il est évident qu'il est possible d'obtenir des renseigne-
ments plus soignés & propos des effets de la pollution, si, a coté des analyses con-
ventionnelles de I'air, de I'eau ou du sol, on réalise aussi des tests biologiques. Ces
tests sont en mesure de révéler les éventuels effets synergiques lorsque dans un
milieu il y a plus d'un polluant.

Les lichens peuvent étre utilisés pour évaluer la qualité de I'air selon deux principaux
axes de recherche:

- comme bioindicateurs: c'est une approche indirecte qui corréle l'intensité des
perturbations anthropiques, avec les parametres floristiques ou morphophysiologi-
ques, ou

- comme bioaccumulateurs: en exploitant leur capacité d'absorption de substan-
ces de I'atmosphére (les particules fines se déposent dans les espaces inter-hyphaux
de la médulle). C'est une approche directe, basée sur des méthodes analytiques qui
déterminent les concentrations de ces substances dans le thalle lichénique (Bargagli,
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19893, b ; Herzig et al,, 1989 ; Nimis et al,, 1991).

Lutilisation des lichens comme bioindicateurs est une intégration valide des mesures
directes de la pollution parce qu'elle permet un monitorage rapide de vastes zones
sans |'achat d'appareillages colteux. Cependant le biomonitorage ne pourrait pas étre
une alternative aux mesures directes car il ne reléve pas les cas de contamination
atmosphérique aigus. Par contre, les lichens, étant des organismes vivants, modulent
et intégrent, par leur métabolisme les effets des polluants présents, méme & basses
concentrations, sur une longue période de temps: ils constituent, donc, un “appareil
de mesure” efficace lors de pollutions chroniques (Turian & Desbaumes, 1975 ;
Roella et al., 1992 ; Zocchi et al., 1997).

* Quelques lichens fréequents dans la région de Piora

Aspicilia cinerea : lichen épilitique crustacé, gris foncé avec bord noir. Il est typique des
substrats cristallins non tamponnés.

Cetraria islandica : lichen trés répandu dans toute la zone alpine, facile a reconnaitre
par son thalle foliacé-buissonneu, cilié.

Cladonia & Stereocaulon spp. : on les trouve sur le bois ou le sol, rarement sur les
rochers.

Letharia vulpina : ce lichen buissonnex est trés facile a reconnaitre par sa couleur jaune-
verte. Il se trouve seulement sur les troncs des coniféres, surtout sur les mélézes.
Peltigera spp. : un lichen foliacé trés fréquent dans les bois, sur les mousses, avec des
thalles atteignant parfois 30-40 cm de diamétre. Les apothécies peuvent atteindre 1 cm
de diameétre et contiennent des spores brunes biseptates.

Physcia caesia : lichen épilitique foliacé aimant les substrats calcaires.

Pseudevernia furfuracea : trés fréquent sur les coniféres de haute altitude, ce lichen est
facile a identifier par la couleur du coté inférieur du thalle, qui varie en général entre le
pourpre et le noir, et I'aspect pulvérulent, gris farineux, du cdté supérieur. Il contient une
essence utilisée pour la production du parfum “musk”.

Rhizocarpon geograficum : lichen épilitique crustacé, jaune avec bord noir. Typiques
des substrats cristallins non tamponnés, il peut couvrir des surfaces importantes en for-
mant des dessins rappelant des cartes de géographie.

Umbilicaria spp. - sur les roches non calcaires, trés faciles de reconnaitre a cause de leur
facon de s'attacher au support par une espéce de bouton au centre du thalle foliacé.
Ce lichen est souvent utilisé pour dater I'émergence des rochers d'un sol ou d'un gla-
cier.

Xanthoria elegans : lichen jaune-orange poussant sur les roches et les murs riches en
calcaire. Il a un aspect cro(iteux. Il contient des anthraquinones qui réagissent avec KOH
en donnant une coloration rouge pourpre.

Comme les autres éléments du biosysteme du Val Piora, les lichens aussi, avec leur
variété en especes et leur répartition, témoignent de la particularité de la conformation
géologique de la région ol un écosystéme “ basique et tamponné” coexiste avec un
écosysteme “ acide .
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IV. Pathogénicité et Symbiose

Certaines associations symbiotiques peuvent présenter des implications pathogenes
pour 'hnomme. Tel est le cas dans la légionellose, maladie dont I'agent bactérien
Legionella vit en association avec des protozoaires dans le milieu aquatique. Cet
état constitue une phase d'adaptation symbiotique bactérie/protozoaire, phase préa-
lable a I'état infectieux basé sur la symbiose bactéries/macrophages dans |'organisme
humain.

Cet exemple met en évidence I'action de I'homme sur la création de nouvelles niches
écologiques (lieux humides et chauds) et sur la capacité d'adaptation d'une popula-
tion bactérienne : en effet on a dt attendre I'ére de la climatisation pour que la
Legionella puisse exprimer son pouvoir pathogéne.

Les différents nouveaux usages et destinations de |'eau ont certainement influencé
les interactions microbiennes dans le milieu hydrique et stimulé une biodiversité
prouvée par un grand nombre d'études taxonomiques : actuellement 44 espéces du
genre Legionella ont été décrites, dont 17 ont une implication pathogéne pour 'homme.

BIOLOGIE ET SYMBIOSE DE LEGIONELLA
Colette Harf-Monteil et Henri Monteil

Les Legionella, agents de pneumopathies graves, étaient inconnus jusqu'en 1977, en
raison de leur écologie unique dans le milieu naturel, ol elles vivent en symbiose
avec des protozoaires au sein des biofilms (Rowbotham, 1980).

Actuellement, plus de 40 espéces et plus de 60 sérogroupes sont décrits dans le
genre Legionella dont plus de 15 sérogroupes dans l'espece Lpneumophila. Le
sérotype 1 est le principal responsable des cas de légionelloses ; son principal fac-
teur de virulence est la multiplication intracellulaire.

* Habitat

En milieu naturel les habitats des Legionella sont hydriques et telluriques principale-
ment. Les Legionella y sont vraisemblablement présentes depuis longtemps, mais la
main de I'homme a élargi leur environnement naturel, en créant des installations
hydriques que les Legionella contaminent. Ainsi les Legionella représentent 48% de
la flore bactérienne dans les biofilms des réseaux d'adduction d'eau potable. De plus
les progrés technologiques récents ont apporté des moyens d'amplification et de
transmission d'aérosols & des populations croissantes d'immunodéprimés.
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* Symbiose Legionella - protozoaires

La présence ubiquiste des Legionella dans les eaux environnementales oligotrophes
contraste avec les difficultés de leur isolement au laboratoire : culture lente, concur-
rencée par d'autres bactéries de I'environnement exigeant des conditions rigoureuses
de pH, la présence de cystéine et de CO..

Les Legionella sont souvent viables mais non cultivables sur milieux solides. Ce para-
doxe peut étre expliqué par leur vie intracellulaire dans des protozoaires, amibes
libres, mycétozoaires et ciliés, présents dans les mémes niches écologiques que les
Legionella au sein des biofilms, et qui servent & la fois de réservoir, de vecteurs et de
protection aux Legionella (Harf & Monteil, 1988 ; Field, 1991).

En effet les amibes libres en particulier présentent des kystes trés résistants aux con-
ditions extérieures défavorables et aux biocides et ont été comparées au cheval de
Troie pour leur réle de vecteur de Legionella.

Certaines espéces de Legionella ne sont détectées que par leur association avec des
amibes. Ainsi ont été décrits les LLAP (Legionella like amoebal particles) d'abord con-
sidérés comme des endosymbiotes, puis identifiés comme de nouvelles especes de
Legionella. De plus, la vie intra-amibienne des Legionella leur permettrait de s'adap-
ter a la vie intracellulaire chez les eucaryotes (Abu Kwaik et al., 1998 ; Cirillo at al,,
1998).

Les travaux de notre équipe ont montré la croissance des [.pneumophila au sein des
amibes, mais également comment la flore commensale peut jouer un rdle favorisant
ou inhibiteur sur leur croissance (Harf & Monteil, 1988 ; Hagneré & Harf, 1993 ; Harf
et al, 1997). Nous avons décrit la persistance et la multiplication intra-amibienne,
ainsi que la détection par amplification génique de L.pneumophila & partir d'amibes
isolées d'eaux et de sédiments.

MECANISMES D'ENDOCYTOSE

Nous avons précisé certains mécanismes d'endocytose de Lpneumophila par des
amibes par microscopie électronique et par cytométrie en flux. Il s'agit d'une internali-
sation rapide (<5 minutes) par phagocytose sans intervention du cytosquelette, dont
les ligands sont peu connus. Des pili de type IV de L.pneumophila seraient impliqués
dans I'adhésion. L'endocytose de L.pneumophila par des amibes (Hartmannella ver-
miformis) est inhibée par les sucres monovalents, Galactose et N-acétyl-galactosamine.

Par contre, la phagocytose par les macrophages est affectée par des inhibiteurs du cyto-
squelette (colchicine et cytochalasine). Les Lpneumophila adhérent par liaison de
MOMP (major outer membrane protein) a des récepteurs du complément ou au frag-
ment C; du complément. Une phagocytose assymétrique (coiling phagocytosis) est
provoquée par linternalisation de L.pneumophila préalablement cultivées dans des
amibes.
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VIE INTRACELLULAIRE

Macrophages et amibes, au cours de la phagocytose, ont en commun des caractéres
tels que la production de radicaux oxygénés et la fusion du phagosome avec des lyso-
somes avec pour résultat le plus souvent la digestion des microorganismes internalisés.
Dans le cas de l'internalisation de L.pneumophila (mais non pour d'autres espéces de
Legionella) il y a blocage de la fusion phagolysosome chez les amibes et les macropha-
ges. Le phagosome s'entoure de reticulum endoplasmique rugueux, et un pH neutre
est maintenu au sein du phagosome. La cytotoxicité est liée a la formation de pores a
laquelle s'ajoute I'apoptose pour les macrophages mais non pour les amibes.

Si on compare les L.pneumophila cultivées dans des amibes & celles cultivées sur
milieu solide BCYEq, leur taille est inférieure, leur mobilité supérieure ; leurs pro-
priétés de surface et leurs mécanismes d'entrée sont modifiés. De plus, leur virulen-
ce est initiée par le passage intra-amibien et elles y sont préservées des biocides et
des antibiotiques.

En conclusion, les interactions amibes-Legionella sont un modele de symbiose pro-
caryote-eucaryote. Les amibes ont un réle dans la dispersion de L.pneumophila mais
aussi dans leur adaptation a la vie intracellulaire, principal facteur de virulence de ces
bactéries responsables de pneumopathies graves.
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DETECTION DE LEGIONELLA DANS DES ECHANTILLONS
CLINIQUES ET ENVIRONNEMENTAUX

Valeria Gaia et Raffaele Peduzzi

Une série de causes qui portent a l'infection de 'homme a été proposée par Fraser
et al.(1984) dans le but d'étudier les sources et les voies de transmission de la
Légionellose. Ce schéma, repris par Breiman (1993) préconise que pour contracter
une infection a Legionella il faut que les six conditions suivantes soient remplies: pré-
sence d'un réservoir environnemental contaminé par Legionella, facteurs d'amplifi-
cations qui permettent a la Legionella de se multiplier et de rejoindre de hautes con-
centrations et un mécanisme de dissémination dans cet environnement et de tran-
smission a I'nomme. En outre, il est nécessaire que la souche soit virulente, qu'elle
soit inoculée dans une partie de l'organisme hote dans laquelle elle soit capable de
causer l'infection et enfin que I'hdte soit susceptible a l'infection.

* Réservoir environnemental

Les membres de la famille des Legionellaceae sont des bactéries ubiquitaires de
I'environnement naturel hydrique et des sols. Méme si une épidémie récente en
Australie a pu étre reliée avec du terreau de jardin (Steele, 1993), I'eau semble étre
le réservoir plus important pour les Legionella. On les retrouve dans les lacs, les rivie-
res, les étangs et les eaux thermales.

Les Legionella sont présentes dans la nature dans des eaux généralement tiédes
avec un pH neutre ou légérement acide. Elles se multiplient entre 20 et 43°C mais
elle survivent & des conditions extrémes: on les retrouve dans des eaux avec des
températures entre 0°C et 63°C et des valeurs de pH entre 2.5 et 8.5. Leur taux de
survie diminue lorsqu'on passe la barre des 50°C et au dessus de 60°C elles meu-
rent rapidement (Yu, 1990).

* Amplification de Legionella

La concentration des Legionella dans I'eau est strictement liée a la température. En
général dans I'environnement naturel hydrique on retrouve des faibles concentrations
de ces germes (Grothuis et al.,, 1985).

Durant ces derniers vingt ans, grace au développement des techniques sanitaires, les
conditions générales de vie ont été améliorées, et on a pu profiter de plusieurs com-
modités et conforts. Dans les habitations, les réseaux de I'eau potable deviennent de
plus en plus complexes. 'eau est en outre employée pour améliorer notre style de
vie: les conditionneurs & évaporation, les tours de refroidissements sans oublier les
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stations de cure thermale, les “ whirlpools “ et les fontaines ornementales, utilisent
de I'eau parfois en circuit clos. Dans ce nouveau compartiment hydrique créé par
I'homme, la Legionella, protégée des conditions atmosphériques hostiles et aidée par
des températures favorables a sa croissance, semble avoir trouvé une nouvelle niche
écologique ou elle peut, grace a son pouvoir de résister a de hautes températures,
se développer librement et atteindre de hautes concentrations, & I'abri des conditions
environnementales et des compétitions avec d'autres micro-organismes plus invasifs.
Ces systemes jouent un réle important dans la prolifération et la dissémination de
Legionella dans I'environnement et sont de grande importance pour comprendre |'é-
pidémiologie de la maladie du légionnaire.

Les Legionella peuvent survivre entre 3 et 12 mois dans I'eau potable (non stérile):
il semble donc y avoir une contradiction entre 'ubiquité des Legionella dans les eaux
potables, dont la température varie entre 5 et 60°C et les exigences en facteurs de
croissance, les restrictions de pH et de température nécessaires pour une croissance
in vitro sur des milieux synthétiques. La découverte du réle de certains protozoaires
dans la multiplication et la survie des Legionella a permis de mieux comprendre
cette contradiction et par conséquent I'écologie de ces bactéries. Les protozoaires
contenus dans les gouttelettes et remplis d'un nombre important de Legionella intra-
cellulaires constituent autant un réservoir qu'un véhicule pour le pathogene
(Rowbotham, 1986).

* Dissémination de Legionella dans I'environnement
et transmission a 'homme

De toute évidence, la voie d'infection la plus fréquente de la maladie du légionnaire,
semble étre l'inhalation de gouttelettes d'aérosols contaminées par Legionella (Yu,
1990). Pour que les gouttelettes d'aérosols puissent étre inhalées profondément, elle
doivent avoir une taille entre 1 et 5 pm. Il semble cependant que des gouttes de 100
pm de diametre puissent, méme si avec quelques difficultés, rejoindre les alvéoles.
Le pouvoir infectieux d'un aérosol est lié a la stabilité de Legionella dans les goutte-
lettes et a la quantité de bactéries présentes.

Plusieurs investigations épidémiologiques ont démontré que les tours de refroidisse-
ment (Bhopal et al., 1991) et les condenseurs évaporatifs (Breiman et al,, 1990) ont
servi de sources pour des cas de Iégionellose. Les conditions présentes dans ces
installations (qui comportent une circulation d'eau chaude) sont idéales pour le déve-
loppement de Legionella et en effet un grand nombre de ces systemes semble en
étre contaminé. Ces équipements produisent des aérosols qui peuvent étre inhalés
directement ou indirectement (par exemple par I'air conditionné des batiments des-
servis par la tour de refroidissement). D'autres sources d'aérosols sont les whirlpools,
les fontaines décoratives et les humidificateurs (Mahoney et al., 1992).

L'aérosolisation de I'eau potable peut aussi constituer une source de légionellose
67



(Hood et al,, 1994). Les aérosols dégagés par les pommes des douches et les robi-
nets ont été mis en relation avec plusieurs cas de maladie du légionnaire. Un autre
véhicule de transmission a partir de I'eau potable est constitué par les équipements
respiratoires comme les nébuliseurs, et les autres outils employés dans les soins
respiratoires.

* Virulence de la souche

En 2001 on connait 44 espéces de Legionella. La majorité des espéces est repré-
sentée par des souches isolées de |'environnement, mais un grand nombre d'entre
elles sont retenues étre pathogénes.

Environ 90 % des légionelloses déclarées aux USA et en Europe sont causées par L.
pneumophila. De ces cas 82 % sont dus au seul sérogroupe 1.

Les autres sont causés principalement par L. pneumophila sérogroupes 4 et 6 et L.
micdadei et L. lonbeachae (Breiman, 1993).

* Inoculation au bon endroit

Comme déja mentionné, la voie d'infection la plus fréquente semble étre I'inhalation
d'aérosols contaminés. Aprés la découverte des manifestations extra pulmonaires de
la maladie du légionnaire (Sire et al,, 1994), nous sommes obligés de considérer
I'existence d'autres portes d'entrée. Linoculation directe de plaies chirurgicales sem-
ble en étre une, tout comme I'aspiration directe d'eau par des personnes venant de
subir des opérations chirurgicales au niveau du cou et de la téte, ou méme par voie
endo-trachéale (par exemple en cas de patients intubés).

Chez des sujets particulierement faibles ou fortement immunodéprimés il apparait
que l'ingestion d'eau puisse aussi causer des malaises de type respiratoire (Yu, 1990
; Sire et al., 1994).

II'n'y a en tout cas jusqu’a maintenant aucune évidence d'une contamination inter-
humaine.

* Susceptibilité de I'hdte

Un facteur clef de la chaine d'infection de la maladie du égionnaire est la suscepti-
bilité de I'hote. Des personnes immunodéprimées comme par exemple les receveurs
de transplantations d'organes (Prodinger et al., 1994), les patients traités avec des
corticostéroides ainsi que les patients atteints de SIDA sont & considérer & risque.

D'autres facteurs prédisposants peuvent étre les maladies pulmonaires chroniques, les
maladies rénales et cardiaques, la cirthose hépatique ainsi que le tabagisme et I'alcoolisme.
L'&ge avancé est a considérer comme un facteur & risque additionnel. Chez les enfants la
maladie est trés rare et apparait seulement en cas de sujets fortement immunodéprimés.
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En conclusion, dans la situation actuelle de I'évolution des légionelloses et de la con-
naissance de l'agent infectieux, toutes les nations industrialisées disposent d'un cen-
tre de référence pour Legionella, et un systéme d'alerte au niveau européen pour la
surveillance des légionelloses liées aux voyages a été établi par le European Working
Group on Legionella Infections de Londres (EWGLI).
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LA LEGIONELLOSE, UNE INFECTION BACTERIENNE LIEE A
LEAU ET AUX SYSTEMES DE CLIMATISATION

Raffaele Peduzzi et Valeria Gaia

En microbiologie clinique nous sommes souvent confrontés a des infections causées
par des germes opportunistes d'origine hydrique. Ainsi, I'eau constitue directement
ou indirectement le véhicule principal de la contamination humaine.

La constatation de la recrudescence des infections provoquées par des bactéries dont
I'habitat est aquatique, (comme p.ex. Legionella, Aeromonas, Pseudomonas,
Yersinia, Flavobacterium, Klebsiella, etc.) se base sur les résultats de I'analyse de rou-
tine en microbiologie clinique. En général, ces nouvelles affections ne sont pas liées
a des "nouveaux” germes infectieux, mais a des modifications du mode de vie de
'homme.

En effet, les nouvelles utilisations de I'eau ont contribué a amplifier le contact de
bactéries “anciennes” avec I'homme. La création d'une interface plus vaste entre
I'homme et I'eau a élevé le niveau des contacts homme-bactéries permettant a des
germes comme Legionella d'accéder & la “fortune épidémiologique”: “Il a fallu atten-
dre I'ére des climatiseurs pour que les Legionella manifestent leur pouvoir pathoge-

ne" (Grimont, et al., 1995).

La légionellose et I'écologie du genre Legionella sont un exemple frappant des nou-
velles implications hygiénico-sanitaires.

* Epidemiologie et typage moléculaire

Depuis son apparition inattendue en 1976 a Philadelphie (Fraser et al., 1977),
Legionella constitue une préoccupation de santé publique a cause de son potentiel
épidémique, lié & une nouvelle niche écologique hydrique favorable & la prolifération
des Legionella malgré les exigences écologiques tres strictes du germe. En effet, la
diffusion ubiquitaire de la bactérie est souvent en “contraste” avec ses besoins rigi-
des pour la mise en culture, en particulier les facteurs physiques, chimiques et bio-
logiques, et leur interaction avec son écologie complexe.

Aujourd'hui 44 especes de Legionella sont connues, dont seulement une partie sont
pathogénes pour I'nomme; 17 espéces ont été isolées chez 'homme.

Les sources de contamination dangereuses pour 'homme sont les systémes hydri-
ques de batiments fortement contaminés par Legionella et pouvant générer des
aérosols. En outre, un environnement chaud et humide peut conduire a une multi-
plication importante de germes. Ainsi, il a été possible de démontrer que beaucoup
de sources, comme les circuits d'eau (robinets, douches, etc.) constituent des réser-
voirs importants pour la diffusion de la maladie du légionnaire.
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Au point de vue de linvestigation épidémiologique, le typage moléculaire des sou-
ches d'origine humaine et d'origine environnementale permet de retracer le parcours
infectieux de Legionella. Ainsi, dans la surveillance épidémiologique il est souvent
possible de remonter a la source de la contamination humaine dans le systéme
hydrique. Lutilisation de techniques de “fingerprinting” des souches s'est révélée
importante dans le dépistage du lieu d'infection et pour délimiter la propagation de
la souche spécifique. En effet, les méthodes du Ribotyping, du AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) et du PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis), per-
mettent de mettre en évidence l'identité entre les souches de I'environnement et les
souches cliniques (Gaia et al., 1994; Valsangiacomo et al., 1995).

* Relation de Legionella pneumophila avec les amibes et les
macrophages alvéolaires

Le destin des Legionella implique une “ intracellularité “ stricte dans des protozoaires
et dans des macrophaes (Swanson & Hammer, 2000). La relation de Legionella
pneumophila avec d'une part les amibes et d'autre part les macrophages alvéolaires
représente un modéle assez rare en biologie fondamentale, avec un aspect évolutif
intéressant.

En effet, la bactérie se trouve dans une situation de symbiose dans le milieu aquati-
que et de parasitose dans |'organisme humain : sa propriété de bactérie strictement
intracellulaire est exploitée dans les deux compartiments: hydrique et clinique. Il exi-
ste en effet un parallélisme entre le comportement de Legionella dans I'environne-
ment hydrique comportant une association symbiotique Legionella-protozoaires et
dans les infections humaines impliquant une association parasitaire au niveau du
macrophage.

lexamen de la relation symbiotique permet d'évaluer le role des protozoaires
comme réservoir, vecteur de diffusion et de protection de la Legionella qui se trou-
ve en association avec d'autres microorganismes (“consortium”) dans les biofilms qui
colonisent les circuits de distribution de I'eau chaude.

Les Legionella phagocytées par des amibes sont confinées dans les vacuoles et peu-
vent, sous des conditions favorables, se multiplier en grand nombre jusqu'a provo-
quer la lyse de la cellule hote et leur libération dans le milieu hydrique.

* Situation de la légionellose en Suisse et en Europe

Au niveau européen, il existe un systéme de surveillance des légionelloses “European
Working Group for Legionella Infections London (EWGLI) “, qui doit avoir un interlo-
cuteur national. Ainsi, dans tous les pays industrialisés, on a créé des centres natio-
naux pour la surveillance de la Legionella.
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Depuis 1997, I'Institut cantonal de Microbiologie du Tessin a recu mandat de I'Office
Fédéral de la Santé Publique (OFSP) d'organiser le Centre national Suisse de
Référence pour la Legionella. Les axes de recherche développés dans cet Institut
depuis 1987 ont permis d'acquérir une vaste expérience dans le milieu clinique et
aussi environnemental.

En résumé, pour les deux compartiments pris en compte (clinique et hydrique), nous
pouvons actuellement donner les indications suivantes :

Souches cliniques

Les souches cliniques provenant de toute la Suisse permettent une vue d'ensemble
de la fréquence des divers sérogroupes de L.pneumophila sur le territoire national.
Année 2000 : 89% des Legionella isolées appartenaient a I'espéce L.pneumophila
(dont 37% sérogroupe 1)

Année 2001 : 95% des Legionella isolées appartenaient a I'espéce L.pneumophila

(dont 38% sérogroupe 1)

Souches hydriques

Les analyses d'eau provenant de divers Laboratoires permettent d'avoir une image
globale de la diffusion hydrique de la Legionella sur le territoire national.

20-25% des eaux analysées étaient positives pour la Legionella.

Evolution des cas de légionelloses en Suisse dans le contexte européen.

La figure 1 montre que l'incidence moyenne de la Iégionellose en Suisse dans les
derniéres années est d'environ 70 cas par année. Mais en 2001 les cas dénombrés
s'élevaient a 115, ce qui correspond a 15,8 cas par million d'habitants, alors qu'en
2000 lincidence était de 9,2 cas par million d'habitants. Ce résultat est plus élevé
que la moyenne européenne qui correspond & 5,5 cas par million d'habitants en
2000 et 7,6 en 2001. La Suisse se situe ainsi, avec I'Allemagne, le Danemark,
I'Espagne et la Suede, parmi les pays avec une incidence supérieure a la moyenne
européenne, mais avec un taux de mortalité de 8%, qui est inférieur & la moyenne
européenne (12%).
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Figura 1:
Cas de légionellose en Suisse de 1995 a 2001 (données de I'OFSP, basées
sur les déclarations obligatoires).

Un autre axe de recherche concemne la stricte “ intracellularité “ de Legionella et en
particuliers, le réle de la symbiose dans I'évolution du processus d'infestation.
Les questions majeures sont :

* La symbiose est-elle indispensable a la pathogénicité de Legionella ?
* Le transit dans I'amibe : s'agit-il de mutualisme ou parasitisme ?

* Les avantages de la symbiose pour la Legionella : le protozoaire constitue un véhi-
cule, il offre protection contre les agressions et en outre joue-t-il un réle ultérieur aussi
dans 'acquisition de la pathogénicité ?

* Lexpulsion de la Legionella par I'amibe est-elle une conséquence du fait que le pro-
tozoaire ne réussit pas a digérer ce type de bactéries ? S'agit-il d'une symbiose récente ?

* En comparant la situation environnementale et clinique, la question qui se pose est :
pourquoi le macrophage ne réussit-il pas & se débarrasser des cellules bactériennes
avec un mécanisme analogue a celui de 'amibe ?

Les implications & la fois cliniques et environnementales soulignent I'importance de
I'é¢tude de modéles tels que les Legionella pour la compréhension de |'adaptation
des organismes a vivre en association symbiotique et a 'acquisition de la pathogéni-
cité par des souches bactériennes. La connaissance des besoins écologiques et
métaboliques de la Legionella permettra donc de mieux lutter et prévenir sa
pathogénicité.
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CONCLUSION GENERALE

U'Ecole d'Eté a permis d'illustrer la présence d'associations symbiotiques dans les
milieux terrestre, aquatique et marin. Chaque milieu a ses spécificités mais les sym-
bioses sont présentes partout. Elles peuvent étre de type pathogéne, commensal ou
mutualiste, et elles interviennent entre des especes proches ou tres éloignées qui
peuvent interagir en une multitude de facons. Quelques associations sont plus inti-
mes que d'autres. Certaines sont intracellulaires, d'autres extracellulaires, et certaines
ont lieu entre partenaires séparés. Quelques associations sont facultatives, d'autres
obligatoires, et cette caractéristique peut changer au cours de la vie de I'hdte, de
méme que ces associations ont pu varier en fonction de I'histoire évolutive des par-
tenaires.

Mais souvent les interactions sont mal connues ou trop complexes pour établir la véri-
table fonction de la symbiose. La symbiose confére-t-elle un avantage adpatatif?
L'avantage peut concerner chacun des protagonistes, 'héte (nodules racinaires), le
symbiote (Legionella), voire les deux partenaires (organismes des sources hydrother-
males). Dans le dernier cas, la symbiose est obligatoire, au moins pour I'néte qui n'a
pas de tube digestif. Dans d'autres cas, les partenaires peuvent vivre séparément,
mais |'association leur confére un avantage pour survivre dans certains milieux inho-
spitaliers (lichens) ou pour les activités de chasse et de défense (sépioles). Mais si
la survie des deux organismes séparés est possible, 'association confére souvent un
avantage métabolique (nodules racinaires) et peut favoriser la mise en ceuvre d'acti-
vités différentes chez I'un des partenaires au moins. C'est le cas d'une association
symbiotique remarquable qui a été¢ documentée au cours de ce stage : I'acquisition
de la pathogénicité des légionelles aprés association avec des amibes ou des proto-
zoaires. Les amibes se nourrissent de bactéries : les Iégionelles ont donc développé
des défenses pour survivre et se multiplier dans leur hote et elles sont en effet plus
résistantes aprés multiplication dans les amibes. Dans ce cas, il s'agit d'une symbio-
se de type parasitaire, aboutissant, par I'acquisition de capacités spécifiques, & faire
éclater les cellules-hotes chez 'homme. Les légionelles possedent des génes de viru-
lence spécifiques pour chaque hote.

C'est dans le milieu marin que I'on rencontre une grande variété d'associations sym-
biotiques, plus étranges les unes que les autres. Ainsi, certains invertébrés marins
abritent des bactéries chimiosynthétiques, qui permettent la survie prés des che-
minées des sources hydrothermales, en présence de sulfure et d'oxygéne, cette asso-
ciation étant le témoin d'un mutualisme remarquable dans un milieu extréme et “ pri-
mitif “. Par ailleurs, les récifs coralliens, les plus grands édifices biologiques actuels
connus, sont le résultat d'une association symbiotique avec des algues unicellulaires
photosynthétiques intracellulaires (zooxanthelles), dont les chloroplastes produisent
des nutriments utiles aux deux partenaires. Ces cellules algales sont vitales également
pour la calcification, cette derniere étant deux a trois fois plus rapide les jours enso-
leillés que les jours nuageux.

Des algues unicellulaires ont des relations symbiotiques avec beaucoup d'autres ani-
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maux marins et d'eau douce, tels que anémones de mer, méduses, coraux mous,
mollusques, tuniciers et hydres d'eau douce. Comme les coraux, le bivalve géant
Tridacna devrait sa grande taille et sa croissance rapide a une calcification favorisée
par la lumiére en présence du symbiote algal.

En milieu terrestre, les lichens sont les témoins d'un partenariat réussi entre un cham-
pignon et une algue ou une cyanobactérie, voire les deux . Le partenaire champignon
représente 90-95% de la biomasse. Les lichens poussent dans des zones inhospitalie-
res, capables de s'isoler métaboliquement, ils peuvent survivre a des conditions extré-
mes de température et de sécheresse. Mais chacun des partenaires peut vivre seul
dans un environnement plus favorable. Est-ce que le lichen est un organisme en soi ou
est-ce un organisme composite de 2 individus appartenant & des taxons différents ? Les
lichens mettent en cause le concept d'espece. Généralement, dans la plupart des asso-
ciations symbiotiques, chaque partenaire est désigné spécifiquement. Or, on a donné
des noms aux lichens (plus de 15 000 especes )...

De nombreux végétaux (95% des plantes) ont des associations symbiotiques avec des
champignons, parmi lesquelles les mycorhizes a arbuscules. Ces champignons (sym-
biotes racinaires obligatoires) sont une source d'aliments (N et P) et assurent la bio-
protection de leurs hétes, ils ont un réle bénéfique sur la croissance et la santé des plan-
tes.

Tous les organismes vivants ont besoin d'azote qu'ils trouvent soit dans leurs aliments
ou qu'ils prélévent dans le milieu. Dans les océans, cette fonction est remplie par des
microorganismes extraordinaires qui sont les seuls a réaliser a le fois la photosynthése
et la fixation d'azote : les cyanobactéries. Dans le milieu terrestre, 'azote est fourni par
I'éclairement, par les microorganismes qui décomposent les organismes morts et leurs
excrétats et par des bactéries particulieres qui savent extraire |'azote directement de [air,
grace a des nitrogenases capables de casser la triple liaison de N,. Certaines des bacté-
ries fixant I'azote forment un partenariat avec des plantes vertes, qui leur procurent un
abri spécialisé, les nodules racinaires. Ces nodules fournissent un environnement pau-
vre en oxygéne nécessaire a la réduction d'azote en ammoniaque. Les rhizobies (bacté-
ries du sol formant une symbiose avec des légumineuses) sont les principaux fixateurs
d'azote sur terre. Mais des associations avec des bactéries participent également au
métabolisme azoté dans le monde animal. Ainsi, chez les Céphalopodes, ce sont des
Pseudomonacées qui utilisent 'ammonium produit par le catabolisme des protéines et
fournissent I'azote gazeux, nécessaire a la flottabilité de I'héte.

Il est remarquable de constater que les mémes types de symbioses se retrouvent dans
différents milieux. La communication chimique entre symbiote et hote se retrouve par
exemple aussi bien dans I'association céphalopode-bactérie qu'entre les bactéries fixa-
trices d'azote et leur légumineuse-hdte. Une conversation moléculaire réciproque s'éta-
blit entre les partenaires, le premier message moléculaire induisant un géne bactérien
a synthétiser un morphogéne, qui déclenche la formation du nodule racinaire chez les
plantes ou de la glande lumineuse chez les Céphalopodes. Comme chez les végétaux,
la sépiole contréle la croissance bactérienne. Nodules racinaires, lichens, glandes lumi-
neuses de sépiole sont des structures spécifiques de la symbiose qui ne se forment
que lorsque les partenaires se rencontrent.
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Les exemples illustrés au cours de I'Ecole d'Eté ont montré que dans le monde végé-
tal, animal et bactérien, des associations symbiotiques sont impliquées dans des pro-
cessus biologiques fondamentaux (morphogenése de certains organes, activités
métaboliques vitales). Elles peuvent étre une solution permettant la survie dans des
conditions de vie difficiles, voire extrémes, et peuvent participer a I'acquisition de la
pathogénicité chez des souches bactériennes. Les perspectives concernent essentiel-
lement I'étude des modulations moléculaires intervenant dans la relation réciproque
au cours des mécanismes de la mise en place et du fonctionnement de I'association
symbiotique.
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