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Dans le cadre de I'écosystéme les plantes transforment I'énergie solaire en énergie
stockable sous forme de molécules organiques par libération d'oxygéne. Celles-ci sont
utilisées, a leur tour, comme source d'énergie pour les niveaux supérieurs de la pyramide
trophique et énergétique. Les conditions environnementales, atmosphériques, climatiques
(forte chaleur ou luminosité, sécheresse, pollution des sols ou de 1'atmosphére, attaque par des
pathogénes ...) agissent négativement sur les plantes en provoquant de graves perturbations
dans I'écosystéme, ce qui affecte la vie des différentes espéces et de 'nomme en particulier.
Le cas des Irlandais qui, le siécle dernier, ont émigré vers les Etats-Unis pour échapper a la
famine causée par l'infection de la pomme-de-terre par le champignon Phythophthora

infestans en fournit un exemple.

A. Interactions plante-pathogéne

1. Définitions

Les récoltes de notre planéte sont détruites chaque années sous l'action conjuguée des
multiples agresseurs que sont les micro-organismes (champignons, bactéries, virus), les
insectes, les nématodes et les acariens. Pour limiter les dégéts, I'homme dispose aujourdhui
d'un certain nombre de moyens dans le domaine phytosanitaire avec I'utilisation des pesticides
ou bactéricides. Cependant malgré ce progrés technique, ces produits n'ont jamais le dernier
mot face aux parasites qu'ils combattent. La protection des plantes sera-t-elle donc toujours un
travail de Sisyphe? Peut-étre pas, car d'autres altemativeg existent. L'une d'entre- elles

apparait comme particuliérement intéressante. Elle consiste & ne plus considérer la plante
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seule ou le parasite seul, mais & prendre en compte l'association "plante-pathogéne". La
pathogeéne "émet" plusieurs signaux qui sont reconnus par la cellule végétale, ensuite celle-ci
déclenche des réactions en cascades qui aboutissent au développement d'un état de résistance
de la plante entiére. Donc dans un futur proche (des réalisations sont déja en cours), on peut
envisager la possibilité de mettre au point une stratégie de manipulations géniques résultant
en l'augmentation de la résistance d'une plante & un agent pathogéne donné, ce qui
remplacerait le traitement chimique souvent inefficace 4 long terme, et toujours dévastateur

pour l'environnement.

2. Résistance préexistante, et métabolites antifongique

préformés

Dans leur lutte permanente pour la survie, les plantes, tous comme les animaux, ont
développé une panoplie diversifiée de systtmes de protection et de défense, qui leur
permettent de résister a des maladies infectieuses et aux parasites.

Parfois, les systémes de protection préexistent avant tout contact de 1'agent pathogéne
avec 1'h6te mais le plus souvent, une résistance (résistance induite) se met en place aprés la
rencontre de la plante avec son agresseur.

Pour un certain nombre des plantes, il y a des moyens défensifs qui préexistent
l'attaque par un agent pathogéne potentiel. Il peut s'agir de la présence d'une barriére
morphologique qui empéche et/ou limite la pénétration ou le développement des micro-
organismes. Ainsi, la cuticule plus épaisse de certaines variétés de riz les protége de l'attaque

de champignons. Dans le cas du blé, la tige de certaines variétés est plus riche en
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sclérenchyme qu'en collenchyme. Cette particularité leur assure une protection efficace contre
les infections de rouille. Pour certaines variétés d'orge, c'est la présence d'une feuille
paniculaire qui s'avére décisive pour empécher la réussite des attaques du champignon
Ustilago nuda. En effet, cette feuille empéche les spores du champignon d'atteindre les fleurs
pendant toute la période qui précede la pollinisation et durant laquelle le pistil sera réceptif
(Rajnchapel-Messai, 1988).

Il existe aussi chez des plantes saines des métabolites biologiquement actifs ou des
précurseurs inertes qui se transforment en molécules actives pendant l'attaque fongique ou
aprées une blessure. Souvent l'activation de ces précurseurs inactifs implique l'action
d'enzymes libérées par la plante pendant la destruction des cellules.

La distribution de ces inhibiteurs préformés est souvent spécifique 4 un certain tissu et
leur localisation, généralement périphérique, suggére un réle dans la prévention. En général,
les inhibiteurs sont "séquestrés" dans des organites spécifiques des plantes saines (vacuoles,
lysosomes).

Ces inhibiteurs préformés diversifiés par leur nature et quantité dépendent de
l'environnement, de I'dge ou du génotype de la plante, et ils ont souvent un spectre d'action
assez large. La diffusion de certains inhibiteurs préformés peut influencer la croissance du
champignon & la surface de la plante. C'est le cas des bulbes d'oignons pigmentés qui
présentent une importante accumulation d'acide protocatéchique et de catéchol dans les
cellules mortes de 1'épiderme. Quand les conditions d'humidité sont favorables 4 une infection
par le champignon Colletotrichum circinans, ces phénols diffusent dans les gouttes d'eau de
I'épiderme au niveau duquel se réalise la contamination. Ils inhibent alors la germination des
spores en lysant les parois des filaments germinatifs.

Parfois le pathogéne peut présenter une résistance a ceé inhibiteurs préformés quand il

développe une tolérance ou acquiert un systéme de detoxification spécifique.
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Ces métabolites antifongiques préformés sont de structure chimique trés diverse:
des phénols, des glycosides phénoliques, des lactones insaturées, des composés avec souftre,

des saponines, des glycosides cyanogéniques, les glucosinolates en font partie.

2.1. Saponines

Les saponines sont largement distribuées dans le régne végétal, et elles sont toxiques
pour de nombreux prédateurs (champignons, mollusques, acariens, poissons) (Osbourn,
1996). Ce sont des composés glycosylés présents dans des plantes saines qui différent par la
structure chimique de l'aglycone. On distingue:

(i) des triterpénes le plus souvent chez des Dicotylédones et parfois chez les
Monocotylédones. L'avénacine (Figure la) est un exemple de composé triterpénoidique
localisé dans les racines de l'avoine (Maizel et al., 1964) qui induit une résistance contre le
pathogéne Gaeumannomyces graminis var. tritici;

(ii) des stéroides, détectables généralement chez des Monocotylédones et parfois chez
des Dicotylédones. L'avénacoside (Figure 1b), localisée dans les feuilles de 'avoine, induit
une résistance contre le pathogéne Gaeumannomyces graminis var. tritici,

(iii) des alcaloides stéroidiques, trouvés chez les plantes des Solanaceae (pomme-de-
terre, tomate) et Lilliaceae, et représentés par l'o-tomatine (Figure 1c), la plus importante
saponine chez la tomate. Cette saponine se trouve dans des plantes saines (Roddick, 1974), et
elle offre une protection contre les pathogénes Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Smith
et MacHardy, 1982) et Verticilium albo-atrum (Pegg et Woodward, 1986). Il n'y a pas de
différence d'accumulation de I'a-tomatine au cours d'interactions compatibles ou non, ce qui

indique que ce composé n'a pas de rdle dans la résistance spécifique de la plante.



(a) NH ——
Gle (1-2)
;:>»___ Ara (1-)0
Gle (1-2) OH 0 0 (-1) Glc
0
(b)
Glc (1-2)
::)»——- Glec (1-)0
Rha (1-4) N
0

(c)

Glc (1-2)
>—Glc (1-4)
Xyl (1-4)

Gal (1-)0

Figure 1. Structure chimique de l'avénacine A; (a), de I'avénacoside A (b) et de I'a-
tomatine (c). Glc: B-D-glucose; Ara: a-L-arabinose; Rha: a-L-rhamnose; Gal: B-D-galactose;

Xyl: a-D-xylose.

Les agents pathogeénes arrivent & contourner la défense préexistante des plantes. Par
exemple, contre les saponines certains champignons ont des mécanismes de résistance
matérialisés par:

(1) une composition spéciale de leurs membranes. La toxicité des saponines se
manifeste par une action lytique, dépendante du pH (Roddick et Drysdale, 1984), sur les
stérols membranaires du pathogéne (Fenwick et al., 1992). La résistance contre la saponine

est réalisée par certains champignons comme Pythium et Phytophthora, par une déficience en
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stérols membranaires (Ameson et Durbin, 1968). Pour d'autres champignons comme
Alternaria solani c'est une modification du pH au site d'infection qui neutralise l'effet de la
saponine (Schonbeck et Schldsser, 1976);

(i) des enzymes de detoxification. Certains champignons produisent des D-
glycosylhydrolases qui clivent la chaine glycosidique liée au C3 du squelette saponinique. Des
mutants, qui ne produisent pas les enzymes, ont perdu ainsi la capacité d'infecter les hotes.
Ainsi, Gaeumannomyces graminis avenae peut hydrolyser l'avenacine A-1 via l'enzyme
avenacinase (Bowyer et al., 1995) qui élimine les résidus terminaux D-glucose liés B (1—2)
et B (1—4). Le pathogéne Avenae produit aussi une avenacosidase capable d'hydrolyser toutes
les chalnes saccharidiques liées au Cs et Cy des avenacosides A et B (Wubben ef al., 1996).
Le pathogeéne Septoria lycopersici produit des tomatinases; certaines libérent le résidu D-
glucose terminal (Ameson et Durbin, 1967), alors que d'autres éliminent tout le squelette

sucre (Lairin et al., 1996)

2.2. Glycosides cyanogéniques

Environ 2000 plantes sont connues pour une activité cyanogénique liée a la défense
contre des pathogénes. Les plus connus des glycosides cyanogéniques, sont les amygdalines
des graines de lin (Linum usitatissimum) ou du haricot (Phaseolus lunatus).

La biosynthése de glycosides cyanogéniques implique la formation d'hydroxinitriles, 4
partir de composés qui sont ensuite glycosylés (Hughes, 1991). Dans tous les cas, le résidu
monosaccharidique lié a l'aglycone est un résidu B-D-glucose lié ou non a un autre

monosaccharide par une liaison ester (Davis, 1991).
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La toxicité est liée & la libération d'HCN par des B-glucosylhydrolases de la plante
saine (qui ne presente pas d'HCN libre), le mécanisme de dégradation est présenté dans la

figure 2.

CN

Ri—C—R;

0-D-Glc
(Glucoside cyanogénique)

H,0 B-glucosylhydrolase

|CN
R—C—R, + D-Gle
(o/B-D-Glucose)
OH
(a-hydroxynitrile)
$ o-hydroxynitrile lyase (ou spontanément)

T

Ri—CO—R, + HCN
(aldéhyde ou cétone) (acide cyanhydriques)

Figure 2. Formation d'HCN a partir des glycosides cyanogéniques

L'HCN a un effet toxique direct contre le pathogéne, ou bien il bloque une réponse de
défense de la plante comme la production d'une phytoalexine (Lieberei et al., 1989). Les
plantes se protégent de I'effet toxique de 'HCN par l'activation de rhodanases, enzymes de
type B-cyanoalanine-synthétase. Les champignons se protégent aussi contre I'HCN. Par

exemple, la tolérance du pathogeéne Microcyelus ulei provient de l'acquisition d'une
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respiration résistante 3 'HCN (Lieberei et al., 1989). Les champignons Stemphylium loti (Fry
et Millar, 1972), Gloeocercospora sorghi (Fry et Myers, 1981) ou Fusarium laterium

(Cluness, 1993) possédent des enzymes qui transforment I'HCN en forme amide non toxique.

2.3. Glucosinolates

Les glucosinolates sont des thio-glucosides présents dans la famille des Cruciféres
incluant le type Brassica et répertoriés en trois classes en fonction des chaines aliphatique,
indolique et alkyle-a-acides aminés (Mithen, 1992). Parmi les champignons qui déclenchent
chez Brassica une synthese de glucosinolates on peut citer Leptosphaeria maculans (Mithen
et al., 1986), Mycosphaerella brassicae (Harthill et Sutton, 1980) et Alternaria sp. (Milford et
al., 1989).

Les glucosinolates sont localis€s dans certains organes de la plante selon leur
spécificité. Ainsi chez le colza, les glucosinolates aliphatiques sont localisés dans les feuilles,
et les dérivés indole ou phényl-éthyle s'accumulent dans des racines ou dans les tiges (Mithen,
1992).

Dans des tissus agressés, les glucosinolates sont hydrolysés par des thioglucosidases
en produits volatiles (isothiocyanates, nitriles, thiocyanates) sont trés toxiques (Figure 3). La
libération d'un produit donné dépend du glucosinolate initial, de la structure et des
thioglucosidases présentes mais aussi de facteurs comme la température, le pH, la
concentration en ions métalliques ou en cofacteurs enzymatiques (Chew, 1988). Les
isothiocyanates accumulés dans des feuilles de Brassica, par exemple, peuvent avoir un rdle
toxique contre l'agresseur (Mithen et al., 1986), mais ils. peuvent étre utilisés comme

précurseurs dans la synthése d'auxine et de phytoalexines & noyau indol (Rouxel et al., 1989).
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S-B-D-glucose

R—C=NOSO7;
(Glucosinolates)

H,O0 { thioglucosidase

SH

R—C=NOSO’; + B-D-glucose

!

\} v v
R—N=C=§ R—C=N R—S—CN
(isothiocyanate) (nitrile) (thiocyanate)

Figure 3. Hydrolyse de glucosinolates aliphatiques. Glc: glucose.

2.4. Phototoxines

Certaines plantes tirent profit de I'énergie solaire pour améliorer leur arsenal chimique.
Elles fabriquent des molécules qui, inoffensives dans l'obscurité, deviennent nocives sous
l'action de la lumiére pour I'agresseur. Ces substances, naturellement appelées phototoxines,
sont hautement agressives, et elles sont dépourvues de toute sélectivité.

Actuellement, plusieurs centaines de phototoxines ont €té isolées a partir de végétaux
appartenant a trente familles. Comme la structure chimique de ces substances est trés variable
(Figure 4), il n'est pas surprenant de rencontrer différents mécanismes d'action. Mais la
premiére étape est toujours la méme: la molécule absorbe un photon et passe ainsi dans un
état excité instable, et de haute énergie. Ensuite, cette molécule activée a le role soit d'une

toxine, c'est le cas des psoralénes qui diffusent rapidement dans les cellules pour se fixer sur



11

des brins d'ADN en les endommageant d'un fagon irréversible, soit d'un catalyseur pour le
processus de photosensibilisation (c'est le cas de l'hypéricine). Ces réactions de
photosensibilisation générent des produits d'oxydation, notamment des formes activées
d'oxygéne qui finissent par altérer la fonction biologique normale des biomolécules et
provoquer la mort cellulaire.

Face aux phytotoxines, l'organisme développe une adaptation. Des insectes, par
exemple, s'abritent de la lumi€re pour manger en creusant des tunnels dans le végétal ou en
s'enroulant dans une feuille ou ils s'alimentent seulement la nuit. D'autres développent des

résistances dites physiologiques en formant une cuticule opaque ou réfléchissante.

(a) (b)

Figure 4. Structure chimique des phototoxines hypéricine (a) et psoraléne (b)
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3. Résistance induite

Sous ce terme on désigne les modifications métaboliques induites dans la plante en
réponses a l'agression. Dans certains cas, on ne décéle que tardivement ou discrétement les
réactions de défense, la plante présentant une sensibilité importante au parasite. Dans d'autres
cas, au contraire, une défense active est rapidement induite. Des enzymes d'une voie
métabolique spécifique et/ ou des génes codant pour des protéines spécifiques sont activé(e)s
et des substances défensives se détectent. Au cours d'une résistance induite, des produits a
activité antibiotique, non décelables chez les plantes saines, s'accumulent rapidement (Grayer
et Harborne, 1994). Cette forme de résistance différe de la résistance préexistante au cours de
laquelle, on le rappelle, les produits a activité antibiotique sont déja présents dans des plantes
saines ou leur production résulte d'une conversion a partir de précurseurs.

Les principaux mécanismes de défense activés par l'interaction plante-pathogéne,
sont dirigés vers le renforcement des parois cellulaires par des composés lignines,
tannins..., le Blocage du développement des parasites par la production de phytoalexines ou
de PR-protéines, et vers la neutralisation ou la destruction des pathogénes par l'induction de
glycohydrolases et d'IP. Les parasites établissent aussi des relations trés étroites avec la
plante héte en déclenchant une réponse immune au cours d'une résistance systémique acquise.

Le plus souvent, I'attaque des champignons s'accompagne de:

(i) la libération de toxines. C'est le cas du champignon parasite et nécrotrophique
Cochliobolus heterostrophus qui produit une toxine spécifique qui en tuant les cellules permet
une invasion hyphale;

(ii) la sécrétion d'un cocktail d'enzymes hydrolytique et protéolytique dont la
composition varie selon le type d'interaction, selon le pathogéne ou la plante impliquée.

Pendant la pénétration et/ou pendant les réponses de défense, des enzymes hydrolytiques
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lysent les parois du champignon ou de la plante. Les produits libérés qui sont souvent des
oligosaccharides peuvent induire, & leur tour, un trés grand spectre de réponses de défense. Si
la défense de I'hdte n'est plus efficace le pathogéne arrive & pénétrer a l'intérieur de la cellule,

et le métabolisme de la plante se trouve altéré.

3.1. La relation géne-pour-géne

C'est un modele explicatif du déterminisme génique qui a conduit une plante attaquée
par un agent pathogéne soit & développer une résistance, éoit a exprimer une sensibilité. Selon
cette hypothése, tous les agents pathogénes seraient susceptibles de porter des génes
d'avirulence et toutes les plantes des génes de résistance (Tableau I), les interactions plante-
pathogéne seraient alors de type incompatible ou compatible selon la capacité de la plante a

développer ou non une résistance (Cf. Introduction, A 3.2 et A 3.3).

Tableau I. La relation géne-pour-géne (d'aprés Zaccomer 1995).

Plante Plante
Pathogéne RR rr
A4 ou Aa incompatibilité compatibilité
aa compatibilité compatibilité

R, géne de résistance dominant; r, géne de résistance récessif; 4, géne d'avirulence dominant;
a, géne d'avirulence récessif; relation compatible, la plante est dans un état de sensibilité ou
tolérance vis-a-vis d'agresseur, et l'invasion n'est suivie d'aucun symptdme; relation

incompatible, la plante génére une réponse de résistance contre l'invasion parasitaire.
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Ce modéle de relation géne-pour-géne a été souvent utilisé pour décrire les
phénomenes de résistance éu de sensibilité des plantes a un agent pathogéne ou & différentes
souches de cet agent. L'établissement d'une relation géne-pour-géne apparalt comme un
syst¢tme d'alarme particuli¢rement efficace car en induisant une expression rapide de génes

défensifs, il conditionne I'évolution des plantes vers la résistance.

3.1.1. Les génes d'avirulence sont importants pour la santé et/ou pour la

pathogénicité du parasite (Dangl, 1994), mais les fonctions biochimiques de leurs produits
demeurent souvent mal connues a part quelques exceptions:
(1) le géne avrD de Pseudomonas syringae pv. tomato est connu pour coder un glycolipide a
fonction élicitrice;
(if) des genes d'avirulence sont impliqués dans la synthése de signaux protéiques, signaux
développant une interaction de type ligand-récepteur avec des produits codés par les génes de
résistance de la plante. Les interactions entre le pathogéne, Cladosporium fulvum, et les
tomates en fournissent un exemple: les génes avr 4 ou avr 9 codent pour une protéine riche en
cystéine reconnue par des récepteurs codés par les génes de résistance Cf 4 ou 9 de 1'héte;
(iii) par ailleurs, le géne NIPI de Rhynchosporium secalis code pour une protéine de 82 acides
aminés se transformant en une protéine de 60 acides aminés qui devient un ligand pour un
récepteur codé par le géne rs/ de I'héte, I'orge dans ce cas (Rohe et al., 1995).
Le géne d'avirulence peut se transformer dans un géne de virulence par mutation
ponctuelle, par délétion ou insertion de nucléotides. En plus, par des recombinaisons intra-
et intergéniques le pathogéne acquiert des nouvelles spécificités pour d'autres hdtes (Yang et

Gabriel, 1995).
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3.1.2. Les génes de résistance occupent des sites différents, le plus souvent sur le

méme groupe de liaison. Tous les génes de résistance, a l'exception du géne Pto de la tomate,
présentent une structure conservée qui code des domaines riches en leucine. Les génes R en
fonction du type de domaine structural codés sont classés en 5 groupes majeurs:

(i) les domaines riches en leucine jouent un rdle dans des interactions protéine-
protéine. Ces interactions sont de type enzyme-enzyme inhibiteur (cas de RNase-RNase
inhibiteur) ou de type peptide-récepteur (cas de I'hormone gonadotrophine et de son récepteur,
cas des produits codés par les génes Cf 2 de la tomate et de ceux des geénes avr 2 de
Cladosporium fulvum (Bent, 1996); |

(ii) les domaines Sérine-Thréonine kinases sont impliqués dans la transduction par
phosphorylation/ dephosphoralytion d'un signal; les génes Pto de la tomate et avr Pto de
Pseudomonas (Song et al., 1995) en sont des exemples. Pour tous les génes appartenant a
cette classe les domaines impliqués dans la transduction sont hautement conservés avec
plusieurs résidus sérine ou thréonine (Hanks et al., 1988);

(iii) les domaines NBS se trouvent dans des protéines qui ont une activité liée a la
présence d'ATP ou de GTP; c'est le cas des ATP synthétases, de 1'adénylate-kinases, des
protéines ras (Traut, 1994). Comme exemple de génes codant pour des protéines ayant des
domaines NBS sont les génes RPS2 et RPMIR d'Arabodopsis, N de tabac et C12 de tomate
(Mindrinos et al., 1994);

(iv) les domaines " Leucine zipper, LZ " facilitent l'interaction entre protéines; c'est le
cas des sous unités B et y de la protéine G (Hamm et Gilchrist, 1996), ou du géne Prf de la
tomate qui, en codant pour ce domaine, induit une résistance contre le pathogéne
Pseudomonas syringae (Alber, 1992);

(v) les domaines "Drosophile Toll-Like, DTL". Certains génes R codent pour un

domaine d'acides aminés homologue a celui de la protéine Toll mais aussi & celui des
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récepteurs de I'interleukine-1 des Mammiféres (Whitham et al., 1994). Certains protéines des
plantes ont des homologies avec des peptides antifongiques produites par Drosophila
(Lemaitre ef al., 1996). A ce groupe est rattaché le géne RPPSR d'drabodopsis impliqué dans
l'activation du facteur de transcription NF-kB. Ce facteur module par SA est connu pour
produire des EAO au cours du "burst oxydatif" déclenché par les interactions géne-pour-géne

(Dangl et al., 1996).

3.2. Réactions compatibles

La relation compatible s'exprime quand le pathogéne a contourné le systéme de
défense et arrive 4 pénétrer dans la plante hote. Le comportement de I'h6te devient celui d'une
plante sensible ou tolérante a l'invasion. Aucune réaction de défense se développent, la plante
présente alors les symptomes de certaines maladies. Par exemple, Fusarium sp. induit des
brunissements au niveau des tissus ou provoque le pourrissement des racines de la plante hote
la pomme-de-terre (Cf. Introduction, B 3.2).

En s'appuyant sur 'hypothése géne pour géne (Cf. Introduction, A 3.1) la compatibilité
s'explique quand l'un, au moins des deux geénes de résistance ou d'avirulence sont récessifs,
dans ce cas l'absence du signal génére une interaction peu efficace, l'alerte se déclenche plus
lentement, l'induction des mécanismes de défense de la plante est retardée ou insuffisante, et
l'agent pathogéne envahit la plante.

Pendant l'infection le développement et la morphologie du pathogéne subit des
modifications métaboliques qui lui permet de modifier le flux nutritionnel et d'altérer la
croissance et la morphologie de la plante en faveur de sa propre croissance et propagation. En
fonction de la stratégie adoptée par des pathogénes, ils se divisent en biotrophiques et

nécrotrophiques.
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Les pathogénes fongiques, appelé biotrophiques, pénétrent et vivent dans la plante sans
activer le systéme de surveillance. Apparemment, le pathogéne produit un facteur de
compatibilité (Briggs et Johal, 1994) qui (i) supprime la perception et la transduction du
signal dans la plante héte ou (ii) interfére avec un facteur de susceptibilité codé par un géne de
résistance a I'état récessif. Par exemple, les génes récessifs de résistance du locus mio de
l'orge codent un facteur de susceptibilité qui agit sur un facteur de compatibilité produit par
Erisyphe graminis f. sp. hordei.

Les pathogénes nécrotrophiques colonisent seulement des hotes morts. Pour cela, ils
produisent des toxines qui ont des effets sur des protéines (récepteurs ou enzymes) de la
plante ce qui perturbe d'une maniére irréversible le métabolisme de la plante. Cochliobolus
carbonum produit une toxine, appelé BZR, a I'aide de laquelle il colonise des hétes comme le
mais et riz (Johal et Rahe, 1990).

Il y a aussi des pathogénes qui, dans un premier temps, sont biotrophiques et qui aprés
la colonisation, passent & une mode de vie nécrotrophique; l'interaction de Colletotrichum

lindemuthianum avec son hote Phaseolus vulgaris en est un exemple (Johal et Rahe, 1990).
3.3. Réactions incompatibles

La résistance ou l'incompatibilité établie entre une plante et son agresseur se traduit
par une réponse de résistance par défaut, appelée aussi résistance générale ou non-héte. Des
mécanismes de résistance limitant ou empéchant la pénétration du pathogéne sont rapidement
déclenchés en réaction aux tentatives d'infection.

Ces mécanismes se divisent en 2 catégories:

(i) la premiére ligne de défense est dite passive car elle repose sur des composés préformés;

(i) la deuxiéme ligne de défense est active car elle correspond a l'induction de réponses
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spécifiques. Dans ce cas, il y a une chronologie dans l'apparition des manifestations: les
réponses sont précoces et locales avant de devenir SAR et généralisées (Cf. Chapitre 3, A 1).
Dans le cas particulier de l'interaction avec Fusarium, les réactions de défense rapides se
traduisent par le dép6t de callose et d'autres composants de la paroi cellulaire de la plante
(Rodriguez-Galvez et Mendgen, 1995), par l'augmentation de ARNm d'enzymes de la voie
des phénylpropanoides (Ni et al., 1996), ainsi que par la production de PR-protéines
(Casacuberta et al., 1992), ou celle de phytoalexines (Rouhier et al., 1995) ou de chitinases
(Koga et al., 1992).

Les bases moléculaires de résistance dépendent du génotype du pathogéne, mais le
degré de virulence dépend du génotype de I'hdte. Ainsi l'interaction entre un géne de
résistance dominant de la plante et un géne d'avirulence dominant du parasite génére une
réponse de résistance.

Les interactions incompatibles reposant sur les propriétés génétiques du pathogéne et
de la plante peuvent étre, classées en deux catégories:

(i) l'une est représentée par des interactions entre une paire de génes. La résistance
est alors le résultat des interactions entre une plante porteuse d'un géne R dominant et un
agent pathogeéne porteur du géne avr également dominant (Flor, 1971). Dans ce cas, les
produits, induits directement ou indirectement, peuvent développer des interactions de type
ligand-récepteur et générer rapidement une cascade de signaux, ce qui déclenche des
mécanismes de défense de la plante (Cf. Chapitre 3, A);

(ii) l'autre repose sur la capacité de la plante & inhiber 1'activation de facteurs de
compatibilité fabriqués par le pathogéne. Ce facteur de compatibilité devient alors nécessaire
au pathogéne pour envahir la plante hote.

Des variétés de mais résistantes au champignon Helm~inthosporium carbonum race 1,

agent de I'helminthosporiose du mais-1, le sont grice a la présence du géne Hml. 1l codant
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pour une enzyme qui inactive le facteur de compatibilité du champignon, & savoir une toxine
(Johal et Briggs, 1992). De méme, le géne RPS3 (ou RPMI) d'drabidopsis thaliana code pour
un produit qui reconnait des souches de Pseudomonas syringae porteuses des génes

d'avirulence avrB et avrRpml (Bisgrove et al., 1994).

4. Symbiose

Au cours de l'évolution, les organismes ont dii s'adapter non seulement & leur
environnement non-vivant, mais encore aux autres organismes vivants les entourant. Ce défi
biologique a été satisfait quelquefois par l'acquisition de propriétés particuliéres permettant a
son possesseur d'occuper une "niche" physico-chimique particuliére dans le milieu. C'est le
phénomeéne biologique connu sous le nom de symbiose. Donc les pathogeénes et les plantes
qui ont mis en route des stratégies pour se combattre peuvent, & 'opposé, développer des
stratégies bénéfiques pour tous les deux, et ce sont les interactions de type symbiotique.

Parmi les organismes qui se sont adaptés a l'existence en s'associant étroitement avec
d'autres, on trouve des micro-organismes entrés en symbiose mutuelle avec les plantes ou
avec les animaux. C'est le premier aspect de symbiose qui sera surtout développé ici mais les
organismes supérieurs pratiquent eux aussi ce genre d'adaptation. Les ruminants, groupe de
mammiféres qui comprennent les bovidés, les moutons, les chévres, les chameaux et les
girafes, sont des animaux qui broutent de I'herbe ou d'autres fourrages verts, dont le principal
constituant est la cellulose. Aucun mammifére ne disposant des enzymes capables de dégrader
la cellulose, le ruminant a contourné ce désavantage qui le prive d'une source énergétique en

s'associant avec des micro-organismes qui eux peuvent dégrader la cellulose.
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Parmi les interactions les plus étudiées de symbiose entre micro-organismes et plantes

figurent celles développées entre les bactéries ou champignons et les plantes.

4.1. Symbiose Légumineuses-Rhizobiacées

La croissance de la plupart des plantes est strictement limitée par la quantité d'azote
combiné du sol, ce qui n'est pas le cas des Légumineuses. Si les Légumineuses sont cultivées
dans un sol pauvre en azote, l'analyse de l'azote total révéle qu'il se produit une augmentation
de l'azote fixé. La famille des Légumineuses regroupe de nombreuses plantes d'intérét
économique parmi lesquelles, la luzerne, la vesce, le tréfle, le soja, le haricot, le pois des
plantes qui ont la particularité de s'associer avec des bactéries fixatrices d'azote Rhizobiaceae
(Rhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium et Sinorhizobium).

Ces bactéries "Gram-négatif’ et aérobies peuvent établir une symbiose avec des
Légumineuses en induisant la formation, chez leur héte, d'excroissances racinaires ou nodules
a l'intérieur desquelles elles fixent 1'azote. Cette interaction est spécifique car chaque bactérie
a un spectre déterminé d'hdtes. Par exemple, Rhizobium meliloti n'infecte que la luzerne, alors
que le pois, le soja ou le haricot sont infectés et nodulés respectivement par Rhizobium
leguminosorum var viciae, Bradyrhizobium japonicum ou Rhizobium phaseolus (Dénarié et
al., 1996).

Durant les étapes précoces de la symbiose, les deux partenaires échangent des signaux
permettant aux bactéries, jusque 13 saprophytes du sol, de pénétrer dans les poils absorbants
de la racine de la plante et de se différencier en bactérioles capables de fixer l'azote
atmosphérique (Figure 5).

Les principaux signaux impliqués au cours de cette symbiose ont été identifiés a des

flavonoides, a des lipooligosaccharides ou facteurs Nod et & des B-(1—>2)-D-glucanes (Cf.
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Chapitre 1, A 2). Ainsi, au cours de la symbiose, divers composés phénoliques de type
flavone, chalcone, isoflavonoide issus de la voie des phénylpropanoides de la plante sont
excrétés par les racines de la plante. Reconnus par les Rhizobiaceae, ils induisent l'activation
de génes nod. L'expression de ces génes est contrblée par un facteur de transcription la
protéine Nod D qui, lorsqu'elle est activée par un flavonoide spécifique, se fixe sur des
promoteurs particuliers appelés "nod-box", ce qui entraine la transcription d'autres génes nod.
Ainsi les génes nod 4, nod B, nod C codent pour des enzymes impliquées dans la construction
du squelette chito-oligosaccharidique, et de chaines aliphatiques (Mergaert et al., 1995),
tandis que les génes nod H, nodP et nod Q déterminent la sulfatation du facteur Nod (Roche

et al., 1995).

4.2. Autres exemples de symbiose plantes-micro organismes

Il s'agit de symbioses (i) de type Actinorhizale développée entre les champignons
actinomycétes de la famille Frankia et des plantes supérieures non-légumineuses (Benson,
1988), les plantes Atriplex cordobensis (Fabri et al., 1996) et Casuarina glauca (Diouf et al.,
1995) en sont des exemples; (ii) de type Mycorhizale ou Mycorrhizale ou par exemple, une
interaction de type mycorrhizale est établie entre le champignon Glomus versiforme et les
racines de Medicago truncatula (Harrison, 1996). La symbiose est de type endomycorrhizale
quand le champignon pénétre dans les racines et migre vers les cellules corticales, les racines
gardant un aspect normal. La symbiose est de type ectomycorrhizale quand les hyphes
entourent les racines (Taylor et Bruns, 1997). Dans ce cas les parasites confeérent a la plante
une protection contre d'autres parasites et lui permettent d'augmenter l'absorption des

substances nutritives (Wei et Wang, 1991).
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B. Généralités sur les champignons

1. Distribution taxonomique

Les champignons sont des Eucaryotes non photosynthétiques ayant plus de 80 000
espéces. La plupart sont des organismes coenocytiques possédant une structure végétative
nommée mycelium. Celui-ci est un systéme ramifié de tubes rigides 4 parois constituées de
polysaccharides (chitine, chitosane, B-glucanes etc... ). La taille d'un mycelium n'est pas
limitée: en effet, aussi longtemps que des aliments sont disponibles, la croissance
périphérique peut se poursuivre par extension des hyphes, et chez certains Basidiomycétes, un
seul mycelium peut méme atteindre 15 meétres de diamétre.

Les champignons se classent en champignons primitifs (Phycomycétes), et en
champignons supérieurs (Ascomycétes, Basidiomycétes, Deuteromycétes).

La taxonomie de Fusarium est confuse et sujette aux controverses (Nelson et al.,
1994). En effet, plusieurs espéces demandent des conditions particuliéres pour exprimer
entiérement leur morphologie et d'autres tendent & muter rapidement. De plus, plusieurs des
différences répertoriées entre les espéces sont subtiles car elles restent qualitatives. Le genre
Fusarium est maintenant considéré comme un genre anamorphe qui se rapporte aux
Hypocréales (Ascomycétes). La classification retenue dans le tableau II provient de la
banque de données NCBI. Les formes sexuées (téléomorphes) du champignon Fusarium
appartient au genre Nectria et elles se caractérisent par la production de conidies visqueuses,
hyalines, cloisonnées, De plus, quelques espéces produisent des conidies manifestement

différentes dans le mycelium aérien selon l'espéce et/ou l'environnement. La plupart des
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espéces de Fusarium présentées ici sont considérées comme cosmopolites et peuvent étre

isolées a peu prés n'importe ou dans le monde.

Tableau II. La taxonomie du genre Fusarium oxyporum, d'aprés la banque de données
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Eukariotes
Champignons supérieurs
Deuteromycetes
Ascomycetes Euascomycétes
Pyrenomycétes
Hypocerealis
Nectriaceae

Fusarium

Fusarium arthrosporioides

«Fusarium bactridioides

sFusarium beomiforme

sFusarium buharicum

sFusarium camptoceras

sFusarium cerealis

*Fusarium culmorum

sFusarium dimerum

*Fusarium dlaminii

sFusarium equiseti

«Fusarium flocciferum

sFusarium guttiforme

sFusarium heterosporum

«Fusarium inflexum

Fusarium larvarum

eFusarium lateritium

«Fusarium lunulosporum

«Fusarium merismoides

«Fusarium napiforme

eFusarium nivale

sFusarium nygamai

«Fusarium oxysporum
eFusarium oxysporum f. sp. albedinis
eFusarium oxysporum f. sp. batatas
eFusarium oxysporum f. sp. canariensis
eFusarium oxysporum f. sp. ciceris
*Fusarium oxysporum f. sp. cubense
eFusarium oxysporum f. sp. cucumerinum
sFusarium oxysporum f. sp. dianthi
sFusarium oxysporum f. sp. erythroxyli
*Fusarium oxysporum f. sp. glycines
*Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
*Fusarium oxysporum f. sp. melonis
«Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
*Fusarium oxysporum f. sp. perniciosum
sFusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
eFusarium oxysporum f. sp. tuberosi
sFusarium oxysporum f. sp. vasinfectum
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(continuation du Tableau II)

*Fusarium phyllophilum
*Fusarium poae

*Fusarium polyphialidicum
*Fusarium proliferatum
*Fusarium pseudonygamai
*Fusarium redolens
sFusarium robustum
*Fusarium sacchari
*Fusarium scirpi
sFusarium semitectum
*Fusarium setosum
*Fusarium sporotrichioides
sFusarium subglutinans
*Fusarium succisae
sFusarium torulosum
*Fusarium tricinctum
*Fusarium tumidum
eFusarium udum
sFusarium venenatum
sFusarium verticillioides
*Fusarium sp.

2. Caractéristiques cytologiques et biochimiques

Les parois cellulaires du champignon, situées entre la membrane plasmique et
l'environnement externe, satisfont 4 un grand nombre de fonctions vitales. Ce sont des
structures dynamiques qui jouent un role fonctionnel et structural important. En effet, la paroi
cellulaire (i) constitue une barriére maintenant la forme cellulaire et empéchant la destruction
de la cellule par une entrée incontrflée d'eau; (ii) est une barriére physique en isolant la
cellule du milieu extérieur et en lui offrant une protection contre les radiations UV, y et X,
contre les enzymes lytiques et les ions lourds. Les champignons se protégent contre des
enzymes lytiques 4 l'aide de la mélanine (qui dissipe I'énergie des radiations en créant des
radicaux libres) ou a l'aide d'a-glucanes (qui forment un complexe irréversible); (iii)
intervient dans la migration des composés entre la cellule et le milieu extérieur ; (iv)

possédent des enzymes, qui transforment les substances nutritives en métabolites ainsi
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métabolises par la cellule; (v) est une structure dynamique. Le dynamisme de la paroi est
conditionnée par différentes enzymes, par exemple les exo- ou endo-B-D-glucanases aident a
I'insertion de nouveaux polymeres; (vi) est une source des macromolécules dont certaines sont
a fonction signalitique (polysaccharides, glycoprotéines, oligosaccharides, etc...) (Cf. Cﬁapitre
1,A2).

En ce qui concerne leur composition chimique, les parois cellulaires des
champignons renferment 80 a 90% de polysaccharides, le reste étant constitué de protéines,
de lipides et de mélanines. Une grande partie des polysaccharides, homo- ou hétéropolyméres,
sont sous forme de microfibres s'enroulant les unes autour des autres pour constituer des
fibres solides. Le réseau ainsi constitué est emprisonné dans des agrégats amorphes et
granuleux composés par des polysaccharides moins longs, des protéines et des lipides. Cette
organisation peut d'ailleurs expliquer la rigidité et la solidité des parois.

Les données connues sur la composition en polysaccharides des parois cellulaires des
champignons ont été rassemblées par Bartnicki-Garcia (1968) et revu par Cabib et al. (1988).
Leurs travaux indiquent que les champignons d'une méme classe renferment les mémes
polysaccharides au sein de leurs pe&ois, et que les composants macromoléculaires de la paroi
des champignons se divisent, en général, en deux groupes:

(i) un groupe insoluble, formant le squelette de la paroi cellulaire, et ayant comme
composants majeurs des polyméres de chitine et de B-glucanes liés entre eux par des liaisons
covalentes (Sietsma et al. 1979). La chitine, formée par des feuilles B antiparall¢les, est un
homopolymére de résidus N-acétyl glucosamine liés par des liaisons B-D-(1—4)-glycosidique
(Figure 15 b) et dont la synthése résulte d'une activité chitine-synthase liée au plasmalemme
est admettant comme accepteur un UDP-B-D-N-acétyl glucosamine. Le p-glucane est un

homopolymére de résidus D-glucose liés par des liaisons -D-(1-—3) avec des ramifications

B-D-(1—>6) (Figure 15 a). Il y a trois types de B-D-glucanes a, B, v, les champignons
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renfermant le premier type. La réaction est catalysée par une (1,3) B-D-glucane synthase qui a
I'UDP-B-D-glucose comme accepteur. Le nombre de ramifications B-D-(1—6) est
directement proportionnel au degré de la solubilité;

(ii) le groupe soluble, qui forme la matrice cellulaire, est représenté en grand partie
par des glycoprotéines et des a-glucanes et, en quantité plus faible, par des polyuronates, du
chitosane, des lipides et des mélanines. Les mannoprotéines sont des prdtéines glycosylées
par des glycannes de type oligomannosique (polymére de résidus D-mannose liés o (1—6)
avec des branchements o (152) et o (13). Parmi les N- et O-glycannes, le type N-
glycanne est le plus répandu. Les résidus oligomannosides peuvent présenter des -
groupements phosphate, et ne sont pas tous en position terminale, des résidus glucose, N-
acétyl-B-D-glucosamine étant trés souvent terminaux. Les c-glucanes trouvés dans les parois
de champignons sont de type S (soit un homopolymére de glucose a-D-(1-3)), ou de type
"nigerian" (soit un homopolymeére de glucose 1ié a-D-(1—3) et a-D-(1—>4)).

Dans le cas de Fusarium oxysporum sp., comme d'ailleurs dans la plupart des
champignons, la composition des parois cellulaires, formée par polysaccharides,
glycoprotéines, protéines, montre une grande diversité. Par exemple, Fusarium possede
plusieurs types de carbohydrates neutres ou chargés (D-glucose, D-galactose, D-mannose, L-
rhamnose, acide D-glucuronique...) qui entrent dans la composition des oligo-,
polysaccharides (Bruneteau, 1992), et/ou dans la partie glycannique de glycoprotéines
(Jikibara et al., 1992a). La plupart des O-glycannes dérivés de ces glycoprotéines présentent
une structure trés diversifiée (Jikibara et al. 1992b; Iwahara et al., 1992; Iwahara et al., 1995)
car ils sont représentés par des polysaccharides, et par des oligosaccharides acides ou neutres

(Cf. Chapitre 3, A 2).
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3. Pathologies induites par les champignons

Puisque les Champignons sont toujours limités par une paroi rigide, ils sont capables
d'englober de plus petits micro-organismes ou bien ils absorbent leurs aliments sous forme
dissoute. La plupart vivent indépendants, dans le sol ou dans l'eau, en tirant leur énergie de la
respiration ou de la fermentation de matériaux organiques présents dans leur milieu. Certains
sont des parasites d'animaux ou de végétaux supérieurs, d'autres sont des prédateurs car ils ont
réalisé des piéges ingénieux grace a des hyphes spécialisées dans la capture de Protozoaires et
de petits Invertébrés comme des Nématodes du sol. Aprés la mort de la proie, les
champignons envahissent l'intérieur de leur prise et en absorbent les éléments nutritifs. La
plupart des champignons attaquent et controlent leur hote par des produits métaboliques

appelé mycotoxines (Bruckner et al., 1989).

3.1. Pathologies chez les animaux

La plupart des champignons saprophytes sont inoffensifs pour des individus sains,
mais ils peuvent causer de sérieux problémes chez ceux qui ont un systtme immunitaire
affaibli. Souvent les spores ou les métabolites de champignons sont les principales causes des
maladies.

Généralement, chez les mammiféres, les champignons générent des mycoses qui ne
sont pas contagieuses, mais elles deviennent mortelles quand elles sont répandues dans tout
'organisme. C'est le cas (i) des mycoses systémiques ou profondes atteignant les organes
internes et dont les causes principales sont l'inhalation de spores; (ii) des mycoses sous-
cutanées atteignant la peau, le tissu sous-cutané et l'os. Des spores ou des fragments du

mycelium provenant de champignons du sol ou dans la végétation pénétrent via des blessures,
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ce qui facilite la dissémination de la mycose; (iii) des mycoses cutanées touchant 1'épiderme,
les cheveux et les ongles. Les dermatites développées chez I'homme sont générées par des
champignons du sol comme Microsporum gypseum; (iv) des mycoses superficielles atteignant

les cheveux et les couches supérieures de 1'épiderme.

Fusarium est pathogénique pour les humains ou les animaux par & cause de ses
métabolites (pigments, mycotoxines, phytotoxines, enzymes extracellulaires...) ingérés avec la
nourriture. Certaines toxines de Fusarium générent des infections chez des patients
neutropéniques (Walsh, 1996), ou ayant une déficience immunitaire (Summerbell, 1988) ou
provoquent des complications & des patients transplantés de la moelle (Bleggi-Torres, 1996).
En ce qui concerne Fusarium, il induit des kératites ophtalmiquesdes mycoses
bronchopulmonaires (Backman et al., 1995), des mycoses profondes (Poirot et al., 1985), ou
disséminées (Melcher et al., 1993)...etc. Des cultures de Fusarium oxysporum induisent, chez
les poules, mais aussi chez l'homme des dyschondroplasies (Chu, 1996). D'autres
mycotoxines (moniliformine, acide fusarique, fusarine, fusariocine, fumonisine, zearaleone et
trichothecénes..) sont carcinogénes et peuvent révéler, une toxicité trés élevée. C'est le cas de
la fumonisine, isolée de Fusarium moniliforme qui bloque le métabolisme sphingolipidique

(Riley, 1996).
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3.2. Pathologies chez les végétaux

Les pertes agricoles dues a des agents pathogénes bactéries, virus et champignons sont
considérables. On a estimé que parmi les 50.000-200.000 espéces de champignons qui sont,
pour la plupart, saprophytes, 10 % seulement peuvent coloniser les plantes et causer des
maladies (Knogge, 1996). Les symptémes généraux a relier aux infections fongiques sont des
chloroses, des nécroses, des fléchissements foliaires, des brunissements de tissus, des
pourrissements de racines, donc des pathologies qui entrainent la mort de la plante 4 la fin. La
plante meurt parce que ses cellules ont un métabolisme perturbé sous l'action d'enzymes
lytiques et/ou des métabolites secondaires (caroténoides, bikavérines, mycotoxines,
phytotoxines, and oestrogenes) (Bruckner et al., 1989). Les interactions entre les plantes et les
micro-organismes pathogénes peuvent, d'une maniére indirecte, affecter la santé des hommes.
Ainsi les toxines de la farine de seigle contaminée par le champignon Claviceps purpurea,
provoquent chez 'homme des hallucinations, de la fiévre, de la gangréne, des fausses couches
et finalement la mort (Jackson et al., 1996).

Fusarium peut attaquer un large spectre de plantes car il a un mode de pénétration
directe & travers la cuticule et/ou via les stomates (Parry et Pegg, 1985). La pénétration est
réalisée souvent a l'aide d’hydrolases fongiques (pectinases, glucanases, et xylanases) qui
lysent la cellule végétale (Benhamou et al., 1990, Alconada et al., 1995, Christakopoulos et
al., 1996).

Fusarium oxysporum induit des pertes importantes chez la plupart de céréales. Par
exemple, Fusarium oxysporum f.sp. asparagi envahit la plante par le xyléme en provoquant,
ensuite 'affaiblissement de la croissance et de la production. Les champignons de la famille
de Fusarium sp. provoquent, chez les céréales, des brunissements au niveau des racines, et
des tiges ou ils provoquent le pourrissement des racines chez les pomme-de-terre (Vesonder

et Hessltine, 1981).
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C. Objectifs de recherche. Plan de travail

Dans le cadre de cette thése, la recherche a été centrée sur I'étude de signaux
oligosaccharidiques a fonction élicitrice isolés du mycelium de Fusarium oxysporum sp.

Par signal éliciteur d'origine fongique, on désigne ici toute molécule ou mélange de
molécules fongique(s) ayant un potentiel biologique qui aura été matérialisé par I'induction
des réactions physiologiques chez une plante.

En ce qui concerne la partie expérimentale, il s'agissait d'isoler, & partir d'extraits bruts
provenant du mycelium fongique, des fractions renfermant des signaux éliciteurs donc
vecteurs d'information biologique pour le végétal.

Pour ce faire, une approche pluridisciplinaire a été¢ développée car il a fallu, a la fois,
résoudre des problémes liés a I'identification de structures chimiques et analyser le
potentiel biologique de produits isolés.

En ce qui concerne le potentiel biologique, on a retenu, parmi plusieurs marqueurs de
réactions de défense des plantes qui avaient été détectés, celui qui était le meilleur pour sa
spécificité et/ ou pour l'intensité de la réponse physiologique déclenchée.

La caractérisation biochimique de ce marqueur et/ou I'étude de certaines étapes de

transduction du signal €liciteur impliquées dans son expression ont été abordées.

Dans le chapitre 1, nous rapportons le travail préparatoire suivant: nous avons isolé,
d'une poudre acétonique issue du mycelium de Fusarium oxysporum sp., plusieurs fractions
en retenant 'hypothése que I'éliciteur serait lié a la présence d'un oligosaccharide ou d'un
polysaccharide ou d'une glycoprotéine. Des fractions fongiques ont été préparées, et purifiées,
et elles ont été testées pour leur capacité biologique sur des suspensions de cellules et/ou

protoplastes provenant de ronce (Rubus fruticosus L.).
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Des réponses physiologiques précoces relevant d'un traitement éliciteur de courte
durée (quelques minutes, moins d'une heure) ont été recherchées. Des marqueurs de défense
ont été retenus comme des enzymes B-D-glycanases ou des enzymes du métabolisme
phénolique, ainsi que des changement d'activité¢ d'IP ou des variations du potentiel rédox
du plasmalemme.

On a ainsi sélectionné des fractions biologiquement actives, c'est & dire des fractions
qui, utilisées & une échelle micro-analytique pendant des temps courts (le plus souvent de
l'ordre de 30 min) étaient capables d'activer des marqueurs de défense dans les cellules ou des

protoplastes.

Dans le chapitre 2, nous rapportons le travail d'analyse structurale suivant: nous
avons centré notre intérét sur des fractions biologiquement actives, soit des fractions
glycoprotéiniques, soit des fractions oligosaccharidiques. Le but du travail a été d'identifier,
sur un plan structural, certains des composants glycanniques de ces fractions. L'analyse
d'oligosaccharides, ou d'O- ou N-glycannes a reposé sur l'utilisation des techniques de
chromatographie liquide a haute performance, de résonance magnétique nucléaire du carbone
13 et de I'hydrogéne 1, de la spectrométrie de masse par bombardement rapide d'atomes, ainsi

que de la chromatographie en phase gazeuse couplée ou non a la spectrométrie de masse.

Ce travail a conduit a l'identification structurale
(i) d'oligoméres de résidus o-D-mannose et a/B-D-glucose liés (1—2) ou (1—>4), soit le
disaccharide , a-D-Manp (1—2)-o/B-D-Glcp, soit le trisaccharide, a-D-Manp (1—4) o-D-
Manp (1->2)-a/B-D-Glcp;
(if) d'O-glycannes (DP 8-10) d'une glycoprotéine Bl qui majoritairement présentent des

résidus de a-D-Glcp, a-D-GlcA, B-D-Galf ou a-D-Manp liés (1-2), (124) ou (1-6).
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Dans le chapitre 3, nous rapportons le travail de biochimie focalisé sur deux
marqueurs de réactions précoces, a savoir l'induction d'une activité PAL, et celle d'un "burst"
oxydatif. Ces marqueurs sont les réponses induites soit par des fractions préparées a partir de
glycoprotéines isolées de Fusarium sp. M7-1 fournies par le Professeur Shojiro Iwahara
(Kagawa University, Faculty of Agriculture, Miki-Cho, Kagawa-Ken Japan), soit par des
fractions isolées de Fusarium oxysporum sp.

En particulier, nous avons analysé et caractérisé la production d'EAOQ, et I'induction
des activités PAL et acide caféique: COMT.

Dans le premier cas, la production d'anion superoxyde ou de peroxyde d'hydrogéne, la
consommation d'oxygéne ont été quantifiées au cours du traitement éliciteur. Dans le
deuxiéme cas, notre intérét a porté sur la caractérisation de la réponse PAL et sur
I'identification des produits réactionnels d'un complexe PAL. Cette identification a reposé sur

I'utilisation de la technique HPLC couplée & une détection via un détecteur PAD.

Dans la partie Conclusions et Perspectives se dégagé le développement du travail sur
3 directions majeures:
(i) analyse des structures chimiques de composants de signaux présentants une activité
biologique; (ii) caractériser I'étape de reconnaissance du signal éliciteur par des
protoplastes végétaux ainsi qu'envisage des (iii) retombées biotechnologiques.

En effet, la plupart des recherches portent sur l'identification des structures chimiques
actives ou sur I'étude de I'expression des génes impliqués dans les réponses d'élicitation, et les
mécanismes moléculaire a la base de la reconnaissance et de la transmission intracellulaire

des signaux éliciteurs.



MATERIELS ET METHODES
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A. Matériels

1. Matériel végétal

Les suspensions cellulaires utilisées sont des cellules de Rubus fruticosus L. obtenues
a partir de cals selon la technique mise au point par Hustache et al. (1975); elles sont
actuellement entretenues au CERMAYV par M.F. Marais. Des milieux de culture (Heller,
1953) sont ensemencés avec 20 mL de suspension cellulaire (3 g de matiére fraiche) et des
inocula sont prélevés en fin de phase exponentielle de croissance. Les fioles de culture,
placées sur une table d'agitation (AS 850 Biolafitte) tournant a 75 rpm dans une piéce a 25°C,
sont exposés a la lumiére (2000 lux pendant 12 h, par intervalles de 24 h). Pour les
expériences d'élicitation, les cellules sont prélevées en phase exponentielle de croissance, soit

18-22 jours aprés la mise en culture de I'inoculum (Figure 6).

1000 T ~100

100 A

* LOG [poids frais], mg/ ml
o
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Figure 6. Courbe de croissance de la souche Rubus fruticosus L. cultivée en

suspension cellulaire.
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2. Matériel chimique

2.1.  Préparation des fractions oligosaccharidiques,
glycolipidiques et glycoprotéiques issues de Fusarium

oxysporum sp.

Par broyage du mycelium de Fusarium oxysporum sp. on a obtenu une poudre. Aprés
déshydratation, elle a fait l'objet d'extractions successives a froid en présence d'acétone
réalisées jusqu'a la décoloration totale du surnageant récupéré par centrifugation (10 min 2
4000 g). On a obtenu (i) une fraction insoluble a I'acétone, appelée "fraction protéique",
qui a été séchée a l'air a la température ambiante et qui a ét€ soumise a d'autres expériences de
fractionnement et purification (pour des détails, voir Chapitre 1, B 2.2) et (ii) d'autre part, une
fraction soluble dans I'acétone, appelée "fractions glycolipidique' qui a été fractionnée en 3
temps selon la technique de Folch et al. (1957) (pour des détails voir Chapitre 1, B 2.1).

Des composants glycoprotéiques et oligosaccharidiques de ces fractions ont été

utilisées a différentes concentrations comme signaux dans des processus d'élicitation.

2.2. Préparation des O-glycannes isolés de Fusarium sp M7-1

Des fractions des O-glycannes isolées de Fusarium sp M7-1 et préparées dans le
groupe de Dr. Iwahara Shojiro (Faculté d'Agriculture, Université Kagawa, Japon) ont été
utilisées comme signaux éliciteurs. En bref, des glycoprotéines isolées & partir du mycelium
de Fusarium sp M7-1 (Jikibara et al. 1992a) ont été soumises a un traitement alcalin en

présence de NaBHy. Les O-glycannes libérés ont été séparés, en fonction de leur charge, par
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chromatographie d'échanges ions sur des colonnes de Dowex 1 x 2 (CO5>) et Dowex 50 (H"),
ils ont été ensuite analysés en spectrométrie de masse (SM-FAB) et RMN.
Des polysaccharides acides appelés (Ja), des oligosaccharides neutres appelés (Jb) et
des oligosaccharides acides appelés (Jc¢) issus de Fusarium sp M7-1 (pour plus des détails

voir Chapitre 3, A 2) ont été utilisés comme signaux d'élicitation.

2.3. Substrats et effecteurs

L-Phe et BAPNA (Sigma, St. Quentin-les-Yvelines, France) sont les substrats
respectifs de la PAL et de protéases, trypsine, a-chymotrypsine ou papaine. Les substrats pour
les activités glycohydrolases sont la laminarine, I'amidon soluble et l'acide polygalacturonique
(Sigma, St. Quentin-les-Yvelines, France). Cycloheximide (Sigma, St. Quentin-les-Yvelines,
France) a été utilisée comme inhibiteur de traduction.

Pour I'étude du burst oxydatif on a utilisé la pyranine (8-hydroxypyréne-1,3,6-
acide trisulfonique), la CAT, le Cyt c, le tampon PBS, la SOD, 1'acide linoléique, l'acide

stéarique, la PLA; et le SHAM (Sigma, St. Quentin-les-Yvelines, France).

2.4. Divers

Les enzymes (Caylase 345, Caylase M3) utilisées pour la dégradation des parois des
cellules de Rubus en vue d'obtenir des protoplastes proviennent de Cayla (Toulouse, France).
Le Ficoll type 400 entrant dans la composition du milieu de suspension des protoplastes vient
de Sigma. Les résines de type Dowex (H*, COs>) provenant de Fluka ont été utilisées dans

I'extraction de la PAL et dans des processus de séparation.
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Le réactif BSTFA (Fluka) a ét€ utilisé dans l'analyse de produits triméthylsylilés par
CPG.
Les standards phénoliques chromatographiques sont les composés aldéhyde
salicylique (Sigma), vanilline (Fluka) et l'acide t-cinnamique (Sigma) et l'acide férulique

(Fluka).

B. METHODES

1. Préparation des protoplastes

Les protoplastes sont préparés a partir de 40 g de cellules fraiches de Rubus dgées de
18 jours temps qui correspond & la fin de la phase exponentielle de croissance. Les cellules
(100-200 pm) sont filtrées sur toile a bluter de 100 um, rincées avec du milieu de Heller,
reprises dans 300 mL de milieu de culture enrichi en mannitol (0,56 M) et en saccharose (0,06
M), renfermant 0,25% (p/v) de Caylase 345 (provenant de Trichoderma et possédant des
activités cellulasique et hémicellulasique) et 0,01% (p/v) de Caylase M3 (mélange de
pectinases extrait de Penicillium occitanis). Elles sont incubées pendant une nuit a
température ambiante et les protoplastes libérés sont recueillis par filtration sur toile & bluter
de 100 pm et centrifugés a 4°C (100 g, 8 min). Le culot est repris dans le milieu précédent
sans Caylase et enrichi par 6% (p/v) de Ficoll type 400 (Sigma). Apres centrifugation a 4°C
(100 g, 8 min), les protoplastes repris dans le méme milieu sans Ficoll, sont récupérés par

centrifugation 4 4°C (100 g, 8 min) (Figure 7).
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Figure 7. Protoplastes obtenus a partir de cellules de Rubus fruticosus L. dgées de 18
jours (Cliché thése Patier, CERMAYV 1990).

2. Expériences d'élicitation

2.1. Conditions expérimentales pour des protoplastes en

suspension

2.106 protoplastes sont incubés pendant des temps variables (de 0 a 30 h) a
température ambiant, sous agitation circulaire, dans 25 mL de tampon Bis-Tris-HCI (25 mM,
pH 4,8) renfermant 0,06M de saccharose, 0,56 M de mannitol, 10 mM de CaCl; et 10 mM de
KClI, en présence ou non d'un signal éliciteur, soit une fraction isolée de Fusarium oxysporum
sp. (Cf. Chapitre 1, B 2.2), soit une fraction isolée de Fusarium sp. M7-1 (Cf. Materials et
Methodes, A 2.2). Le signal a été utilisé a différentes concentrations en présence ou non d'un

effecteurs. A la fin de l'expérience, les protoplastes recueillis par centrifugation (150 g, 10
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min) sont repris dans un tampon spécifique en fonction du marqueur biologique que I'on veut

extraire et analyser.

2.2. Conditions expérimentales pour des cellules en suspension

4.10 cellules sont incubées en présence de 1'éliciteur dans les conditions détaillées ci-
dessus a I'exception du tampon d'élicitation remplagé par un tampon citrate de sodium (0,1 M,

pH 5,9) contenant du saccharose (0,06 M) et du MgCl, 3 mM).

2.3. Controles

Le comptage des protoplastes (cellules) est effectué dans une cellule de Neubauer
(Bioblock) a I'aide d'un microscope photonique.

La viabilit¢ des protoplastes (cellules) est contrflée au cours des expériences
d'élicitation selon Kanai et Edwards (1973): 20 pL de Bleu d'Evans a 1% (p/v) sont
additionnés a 200 pL d'une suspension de protoplastes (cellules) et le pourcentage de
protoplastes (cellules) vivant(e)s est donné par le nombre de protoplastes (cellules) non
coloré(e)s pour 100 protoplastes (cellules) compté(e)s. Pour chaque contrdle de viabilité,
2000 protoplastes sont comptés. Toutes les expériences d'élicitation sont effectuées avec des
suspensions renfermant au moins 85-90% de protoplastes vivants ou 90-95% de cellules

vivantes.
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3. Activité PAL (E.C: 4.3.15)

3.1. Extraction enzymatique

L'extraction de PAL a partir de cellules ou de protoplastes élicité(e)s se fait selon le
protocole de Hagendoorn et al. (1991) modifié. En bref, aprés le traitement éliciteur, 'extrait
enzymatique est préparé a 4°C par sonication [Vibracell™ (Bioblock), puissance 70 W, 2 x 60
sec] des protoplastes (cellules) élicité(e)s ou non dans un tampon Tris-HCI (0,1 M, pH 8,8)
renfermant du dithriotréitol (2 mM). L'homogénat est centrifugé a 5 000 g pendant 15 min &
4°C, puis le surnageant est mélangé avec 100 mg de Dowex 50 x 8 (25/50 mesh, Fluka) a 4°C
avant d'étre centrifugé a 5 000 g pendant 15 min & 4°C. Le dernier surnageant collecté est
mélangé avec 100 mg de PVPP (Fluka) pendant 5 min a 4°C et ensuite dialysé sur unités
Ultrafree™ (Millipore) dont les membranes ont un seuil de coupure de 10 kDa. Le dialysat

constitue 'extrait brut PAL.

3.2. Dosage de l'activité PAL

Le dosage des extraits PAL, réalisé selon Zucker et al. (1965), repose sur la
quantification & 290 nm de l'acide #-cinnamique formé apres désamination de L-Phe. Les
cinétiques ont été suivies pendant 30 min a 40°C (Figure 8 A), 4 l'aide d'un spectrophotomeétre
Beckman DU 640, dans un milieu de réaction tamponné par du borate (0,1 M, pH 8,8)
renfermant I'extrait enzymatique (équivalent 3 6 ug mL™ protéine) et le substrat L-Phe & une
concentration optimale de 2,25 mM (Figure 8 B).

Des témoins sans substrat, sans enzyme ou avec des enzymes dénaturées par choc

thermique ont été aussi réalisés.
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Figure 8. Cinétique PAL. En A, exemples de cinétique d'extraits PAL isolés de 4.10°
cellules ou 2.10° protoplastes de Rubus élicité(e)s (courbe b) ou non traité(e)s (courbe a) par
un signal fongique. Les cinétiques sont suivies a4 290 nm, a l'aide d'un spectrophotomeétre
Beckman DU 640, pendant 30 min & 40°C en présence de 2,25 mM L-Phe. En B, courbe de
dose-dépendance de l'activité Pal en fonction de la concentration en substrat L-Phe (1 4 3
mM). Une valeur sur un graphe correspond au traitement des données relatives a 4 courbes de
cinétique,au moins, développées par échantillon provenant de 3 sets indépendants

d'élicitation.

3.3. Analyse des données

La vitesse de la réaction enzymatique (AAagmin’™") correspondant 4 la pente & I'origine
de la courbe de cinétique, déduite par régression linéaire des données expérimentales a partir
du logiciel Excel, quantifie l'activité PAL. L'activité PAL est exprimée en pkat (kg protéine)'l,
1 pkat représentant 1 pmole de produit réactionnel formé en 1 seconde. La réponse
d'élicitation est ainsi mesurée par l'activation PAL exprimée par R qui est le rapport de
l'activité dans les protoplastes (cellules) élicité(e)s sur l'activité dans le témoin (cellules ou
protoplastes non traité(e)s). 4 courbes de cinétique, au moins, ont été développées par

échantillon provenant de 3 sets indépendants d'élicitation.
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3.4. Extraction des produits réactionnels PAL

Des cinétiques enzymatiques sont développées pendant 4 heures en présence de
I'extrait PAL (équivalent & 6 pg mL? de protéines) provenant de protoplastes (cellules)
élicité(e)s et du substrat L-Phe (2,25 mM). La cinétique est arrétée en ajoutant 30 pL d'HCl
2M, puis les produits réactionnels sont extraits quantitativement par 500uL d'acétate d'éthyle

(Khan et Vaidyanathan, 1986), puis séchés sous azote et stockés dans 100 pL. d'EtOH absolu.

3.5. Analyse des produits réactionnels PAL

3.5.1. Par spectrophotométrie
Les spectres (de 240 a 340 nm) des produits réactionnels PAL sont effectués en milieu

éthanolique en présence ou non de NaOH (0,5 N) et d'AICI; (30 uM). Ils sont obtenus a l'aide

d'un spectrophotomeétre Beckman DU 640.

3.5.2. Par chromatographie sur couche mince de silice

Les produits réactionnels PAL sont analysés, selon El-Basyouni et al. (1964), sur
couche mince de silice (Kieselgel 60 Fas4, Merck) et par référence a des témoins (vanilline,
acide t-cinnamique, acide férulique, aldéhyde salicylique). Le solvant de migration est un
mélange du toluéne/ MeOH/ acétate d'éthyle (10: 1: 1, v/v).

La détection des produits sous U.V. 4 254 nm est effectuée avant et aprés révélation a

P’iode.



3.5.3. Par HLPC-PAD

L'analyse par HPLC a été réalisée selon le protocole de Chevolot et al. (1997), mais en
utilisant un chromatographe liquide Kontron (Kontron Instruments, Milano, Italie) a la place
d'un chromatographe Waters (Millipore-Waters). L'appareil se compose d'un injecteur manuel
(Rheodyne model 9125 injector), d'une pompe HPLC (HPLC 325 pump system) et d'un
détecteur U.V /visible a barrette de diodes (modéle 440). Tous ces modules sont contrdlés par
un équipement KromaSystem 2000 software (Kontron Instruments, Milano, Italie).

La colonne analytique de type C,3 en phase inverse (Lichrospher 100 RP-18; 125 x 4
mm,; taille des particules: 5 pm; Merk, Darmstadt, Germany) est précédée d'une colonne de
garde (LichroCART 4-4, RP-18, Merck; Darmstadt, Germany). La phase mobile est
composée d'un systéme de 2 solvants: solvant I, 5% (v/v) d'acide acétique dans H,O Milli-Q
et solvant I, MeOH (Merk). Les conditions d'élution choisies sont un gradient isocratique de
15% du solvant II dans le solvant I, pendant 5 min, puis de 5 & 35 min, un gradient linéaire
allant de 15% du solvant II dans le solvant I &4 80% du solvant II dans le solvant I, et enfin, de
35-45 min, un gradient isocratique de 80% du solvant II dans le solvant I. L'élution des
produits injectés (100 pL) est réalisée avec un débit fixé a 1 mL min” et la détection est
réalisée a des longueurs d'onde de 230 4 350 nm.

Pour l'identification des produits, le T, et les caractéristiques spectrales ("purity angle"
et "purity threshold", "match angle" et "match threshold") sont analysés par référence aux
paramétres répertoriés de standards. La quantification des composés, réalisée & une longueur

d'onde de 310 nm optimale, est exprimée en nmoles par référence a des standards externes.
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4. Inhibiteurs de protéase

4.1. Extraction

Des extraits d'IP bruts sont préparés selon le protocole de Walker-Simmons et Ryan
(1977). Les cellules élicitées ou non sont broyés a 4°C dans du tampon Tris-HCI (0,5 M, pH
8,5), contenant 0,5% de PEG et 3% de PVPP (25 kDa) a I'aide d'un sonicateur [VibracellTM
(Bioblock), 70 W (4 a 5 fois pendant 30 sec)]. Les broyats sont centrifugés (4°C, 12 000 g, 15
min) et les surnageants ont été chauffés & 65°C pendant 10 min, puis dialysés sur unités
d'ultrafiltration (Ultra.freeTM Millipore, seuil de coupure a 10 kDa). Le dialysat repris par 200

nL d'eau distillée constitue l'extrait brut IP.

4.2. Mesure de l'activité protéasique

Les cinétiques d'activité protéasique sont développées dans des milieux réactionnels
renfermant une protéase et son substrat, en présence ou non d'un extrait IP. Des contrdles ont
été effectués (témoins avec le substrat seul ou en présence d'extrait IP, témoins avec
l'effecteur seul) (Figure 9).

Les cinétiques sont enregistrées pendant 4 h 4 l'aide d'un spectrophotometre Beckman
DU 640, et la vitesse initiale de la réaction (A Asio. min’l) est exprimée par référence au

contrdle qui est 1'activité protéasique sans IP (soit la valeur 100% pour ce contrdle).
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Figure 9. Cinétique d'activité protéase. En A, l'activité protéase (a-chymotrypsine par
exemple) est suivie & 410 nm, a l'aide d'un spectrophotomeétre Beckman DU 640, pendant 4 h
a 40°C en l'absence (courbe d) ou en présence d'un extrait IP (équivalent & 1 pg mL™!
protéine) isolé de 4.10° cellules de Rubus élicitées (courbe b) ou non (courbe c) par un signal
fongique. Des contrdles sans enzyme et sans substrat ont été réalisés (courbe a). En B, courbe
de dose-dépendance: les cinétiques d'activité protéase (a-chymotrypsine) ont été développées
en présence d'un extrait IP provenant de cellules élicitées (courbe b) ou de cellules non
traitées (courbe a) dont la teneur en protéines a varié de 0 et 2 ug mL™. La vitesse initiale de
la réaction (AA4jomin™) est exprimée en % de l'activité de contrdle (activité protéase en
l'absence d'extrait IP). Une valeur sur un graphe correspond au traitement des données
relatives 4 4 courbes de cinétique, au moins, développées par échantillon (extrait IP)

provenant de 3 sets indépendants d'élicitation.

4.2.1. Le milieu réactionnel de l'activité papaine
Ce milieu (500 pL) tamponné par du citrate phosphate de sodium (0,1 M, pH 6)
renferme de la cystéine-HCl (5 mM), de la papaine (0,56 unités), du substrat BAPNA (0,27
mM) avec ou non une aliquote d'extrait IP (équivalent 4 1 pg mL"! protéines) provenant de

cellules élicitées ou non-traitées.
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4.2.2. Le milieu réactionnel de I'activité sérine-protéase (trypsine et o-
chymotrypsine)
Le milieu (500uL) tamponné par du Tris-HCl (50 mM, pH 8) renferme 20 mM de
CaCl,, de la trypsine (0,03 unités) ou de l'a-chymotrypsine (0,0075 unités), le substrat

BAPNA (92 pM) avec ou non une aliquote d'extrait IP (équivalent 1 pg mL™” protéines)

provenant de cellules élicitées ou non-traitées.

4.3. Analyse des données

La mesure de la modulation de l'activité protéase par un extrait IP induit par un
traitement éliciteur a été réalisée en plusieurs étapes: (i) une cinétique protéase est développée
en présence ou non de l'extrait [P. Au moins 4 courbes de cinétique sont développées & partir
d'extraits IP isolés de 3 sets différents d'élicitation; (ii) la vitesse de la réaction enzymatique
(AA4ro min™) est déterminée d'aprés la pente a l'origine d'une courbe. Plusieurs courbes de
cinétique étant obtenues, la vitesse initiale de l'activité protéase est déduite par régression
linéai;e (a partir du logiciel Excel); (iii) la modulation de l'activité protéase par un extrait IP

est exprimée en % du contrdle qui est l'activité protéase sans effecteur.
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S. Activité D-glycohydrolase

5.1. Extraction

Les extraits enzymatiques sont préparés a partir des cellules élicitées ou non. Les
cellules sont broyées & 4°C dans du tampon 50 mM Tris-HCl de pH 7,5, additionné de 1 M de

NaCl, et de 1 mM CaCl; (dans le cas d'extraction d'amylase) a l'aide d'un sonicateur
[(Vibracell™ (Bioblock)) 70 W, 30 sec]. Les broyats sont centrifugés a 4°C (12 000 g 15
min) et les surnageants sont dialysés contre de l'eau distillée sur unités d'ultrafiltration

(Ultrafree™ Millipore, seuil de coupure a 10 kDa). Le dialysat constitue I'extrait brut

glycohydrolase.

3.2. Dosage d'activité glycohydrolase

Le dosage repose sur la quantification des sucres réducteurs libérés (Somogyi, 1952).
Les activités (1,3)-B-D-glucanase (laminarinase, EC: 3.2.1.39, (1,4)-a-D-polygalacturonase;
EC: 3.2.1.15) sont dosées aprés incubation de l'extrait enzymatique (équivalent 2 2 pg mL™ de
protéines) & 40°C pendant des temps variables (de 1h & 4h) dans 100 pL de tampon acétate de
sodium (0,1 M, pH 5) en présence de 30 pg de substrat (laminarine ou acide
polygalacturonique) (Figure 10). L'activité amylase totale (o et B-amylase; EC : 3.2.1.1 et
3.2.1.2) est dosée dans 100 pL de tampon PBS (0,1 M, pH 7) enrichi en CaCl, (1 mM) et en
NaCl (6 mM) en présence de 25 pg d'amidon soluble.

L'activité glycohydrolase a été modulée en présence ou non d'un extrait IP (équivalent
a1 pg mL™! protéines). Des controles ont été effectués a partir des milieux réactionnels sans
extrait enzymatique, sans substrat, avec un extrait enzymatique porté &2 100°C pendant 5 min

et avec l'extrait IP seul.
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Figure 10. Cinétique d'activité¢ (1,4)-a-D-galacturonase. Exemples de cinétiques

développées, pendant 4h en présence du substrat (30 pg acide polygalacturonique), a partir

d'un extrait enzymatique provenant de 4.106 cellules de Rubus élicitées (courbe b) ou non
(courbe a) pendant 30 min par un signal; le dosage des sucres libérés se fait 4 500 nm & l'aide
d'un spectrophotomeétre Beckman DU 640. Des contrdles (milieu réactionnel sans enzyme,
sans substrat) (courbe c) ont été suivis parallélement avec des échantillons élicités. Une valeur
expérimentale sur le graphe correspond au traitement des données relatives & 4 courbes de
cinétique, au moins, développées par échantillon provenant de 2 sets indépendants

d'élicitation.

5.3. Analyse des données

Dans des conditions expérimentales identiques, 2 & 4 extraits enzymatiques bruts
provenant de 2 sets indépendants d'élicitation ont été analysés. 2 cinétiques d'activité
glycohydrolase au moins ont été développées par extrait. La vitesse de la réaction
enzymatique (AAsogo min'l) est donnée par la pente A l'origine d'une courbe de cinétique.
Plusieurs courbes de cinétique étant obtenues, la vitesse initiale de la réaction est déduite par
régression linéaire (a partir du logiciel Excel). Elle quantifie l'activité glycohydrolase. La
réponse d'élicitation est mesurée par R qui est le rapport de l'activité dans des cellules élicitées

sur l'activité dans des cellules non traitées (témoin) en présence ou non de IP.
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6. La réduction du Cyt ¢

6.1. Dosage du Cyt ¢ réduit

Le dosage se fait selon le protocole Nakanishi et al. (1991). 2.10° protoplastes de
Rubus suspendus dans 1 mL de tampon Tris-HCl (pH 4,8) contenant 100 uM du Cyt ¢ sont
préincubés a 25°C pendant 1 minute dans les cuves d'un spectrophotométre Beckman DU
640. L'éliciteur fongique (1 pM a 100 nM) est ajouté en présence ou non d'un effecteur: acide
linoléique (40 pM), SHAM (20 puM), antimycine A (150 pM), SOD (0,16 mg mL™), CAT
(0,15 mg mL'l) ou acide caféique (400 puM). La réduction du Cyt ¢ est mesurée a une

longueur d'onde de 550 nm (Figure 11).

6.2. Analyse des données

Données des conditions expérimentales, donnée & 3-4 courbes de cinétique ont été
tracées & partir de protoplastes provenant de 2 a 3 sets indépendants d'élicitation. La vitesse de
réduction du Cyt ¢ (AAssomin™) est donnée par la pente d'une courbe de cinétique. Plusieurs
courbes de cinétique étant obtenues, la vitesse initiale de la réduction du Cyt c est déduite par
régression linéaire (donnée par le logiciel Excel). La réduction du Cyt ¢ dans des protoplastes
élicités en présence ou non d'un effecteur est exprimée en % du contrdle qui est la vitesse de

réduction dans des protoplastes non-élicités en I'absence d'effecteur.
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Figure 11. Cinétique de réduction du Cyt ¢ dans des protoplastes de Rubus. 2.10°
protoplastes de Rubus sont élicités (courbe b) ou non (courbe a) pendant 10 minutes par un
signal fongique en présence du Cyt ¢ (100puM). La réduction du Cyt ¢ est suivie 4 550 nm
pendant 8-10 minutes a l'aide d'un spectrophotométre Beckman DU 640. Des contrdles sans
protoplastes ont été suivis parallélement (courbe c). Une valeur sur le graphe correspond au
traitement des données relatives a 4 courbes de cinétique, au moins, développées par

échantillon provenant de 3 sets indépendants d'élicitation.

7. La consommation d'oxygéne

7.1. Evaluation de la consommation d'oxygéne

La consommation d'oxygéne a été suivie selon la méthode décrite de Dwyner et al.
(1996). 2.10° protoplastes de Rubus suspendus dans 1 mL de tampon Tris-HCI (pH 4,8) sont
élicités ou non par un signal fongique (1 pM 4 100 nM) en présence ou non d'un effecteur:
acide linoléique (40 uM), SHAM (20 pM), antimycine A (150 uM), PLA; (8 pug mL™) plus
CaCl; (40 pM), acide stéarique (40 M) ou acide caféique (400 pM). La consommation
d'oxygéne est suivi 4 25°C 4 l'abri de la lumiére dans une électrode de Clark calibrée a 100%

pour 240 nmoles O, (Figure 12).
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Figure 12. Variation de la teneur en oxygéne induite dans des suspensions de
protoplastes de Rubus. 2.10° protoplastes sont élicités (courbe b) ou non (courbe a) par un
signal fongique, en présence ou non d'un effecteur. La consommation d'oxygéne a été suivie 4
25°C & l'abri de la lumiére dans une électrode de Clark. Une valeur sur le graphe correspond
au traitement des données relatives a 4 courbes de cinétique, au moins, développées par

échantillon provenant de 3 sets indépendants d'élicitation.

7.2. Analyse des données

Pour une condition expérimentale donnée, 3-4 courbes de cinétique ont été tracées a
partir de protoplastes provenant de 3 sets indépendants d'élicitation. La vitesse de
consommation d'oxygéne (x nmoles O, min'l) est donnée par la pente d'une courbe de
cinétique. Plusieurs courbes de cinétique étant tracées, la vitesse initiale de consommation
d'oxygéne est déduite par régression linéaire (donnée par le logiciel Excel). La consommation
d'oxygeéne dans des protoplastes élicités en présence ou non d'un effecteur est exprimée en %
du contrdle qui est la vitesse de consommation dans des protoplastes non-élicités en I'absence

d'effecteur.
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8. La transition de la fluorescence

8.1. Conditions expérimentales

La transition de la fluorescence de la pyranine (Aex 405nm, Aem 512nm) est suivie
selon le protocole d'Ap.ostol et al. (1989). 2.108 protoplastes de Rubus suspendus dans 1 mL
de tampon Tris-HCI (pH 7,4) contenant du Tween (0.1%), de la catalase (0,15 mg mL™) et de
la pyranine (2uM) sont agités dans des puits de 250 pL (plaques Perkin Elmer) pendant 2
minutes avant d'étre élicités ou non par un signal fongique (1 pM a 100 nM) en présence ou
non d'un effecteur: acide linoléique (40 uM), acide stéarique (40 uM), acide caféique (400
uM) ou SOD (0,16 mg mL™). La réaction d'élicitation est suivie a l'aide d'un

spectrofluorimeétre Perkin Elmer MPF 44A (Buckinghamshire, Angleterre).

8.2. Analyse des données

Pour une condition expérimentale donnée, 3-4 courbes de cinétique ont été tracées a
partir de protoplastes provenant de 3 sets indépendants d'élicitation. La vitesse de transition de
la fluorescence (AFs;;min™) est donnée par la pente d'une courbe de cinétique. Plusieurs
courbes de cinétique étant tracées, la vitesse initiale de la baise de la fluorescence est déduite
par régression linéaire (donnée par le logiciel Excel). La vitesse de transition de la
fluorescence dans des protoplastes élicités en présence ou non d'un effecteur est exprimée en

% du contrdle qui est la vitesse dans des protoplastes non-élicités en I'absence d'effecteur.
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Figure 13. Variation de fluorescence dans des suspensions de protoplastes de Rubus
en réponse a un signal fongique: exemple d'enregistrement en présence de pyranine. 2.10°
protoplastes de Rubus sont élicités (courbe b) ou non (courbe a) par un signal fongique en
présence de pyranine (2 pM) pendant un temps court de 8-10 min. Des contrdles sans
protoplastes ont été suivis parallélement (courbe c). La cinétique est suivie & l'aide d'un
spectrofluorimétre Perkin Elmer MPF 44A (longueur d'onde d'émission de 512 nm). Une
valeur sur le graphe correspond au traitement des données relatives a 4 courbes de cinétique,

au moins, développées par échantillon provenant de 3 sets indépendants d'élicitation.

9. Méthodes analytiques

9.1. Méthodes physiques

9.1.1. Résonance magnétique nucléaire
Les spectres RMN ont été enregistrés sur un appareil Varian Unity Plus 500 ou
Brukner AC 300 (Laboratoire de Grenoble) ou sur un appareil Brukner ASX 400 WB
(Laboratoire de Lille) équipé avec une sonde de 5 mm. Les produits sont solubilisés dans D,O
4 une concentration de 10 mg mL™" pour I'analyse '"H-RMN et 4 une concentration de 20 & 50

mg mL™ pour *C-RMN.
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Les glissements chimiques sont exprimés en ppm par rapport au standard 4,4'-
diméthyl-4-silapentane-1-sulfonate de sodium, dont le déplacement chimique est de 2,225
ppm, dont le déplacement chimique est de 2,10 ppm en 'Ha323Ket31,0 ppm en Bca303
K. Les constantes de couplage sont exprimées en hertz.

Les spectres "H-RMN (1D) sont réalisés & I'aide d'un Varian Unity Plus 500 utilisant
des pulses (45° et 8 us) sur une fenétre de 2400 Hz pendant un temps d'acquisition de 2,7 ses.

Les spectres IH-.RMN (2D) COSY, NOESY, HMQC et HMBC sont réalisés a l'aide
d'un Varian Unity Plus 500 dans une matrice de 1000 Hz selon 2 directions F1 et F2 ou F1
entre 0 4 1024 points. Les expériences 2D phasées COSY et NOESY ont été réalisées avec les
séquences (90°)-(t1)-(90°)-(acquisition, t2)

Les spectres *C-RMN (1D) sont réalisés a l'aide d'un Brukner AC 300 utilisant des

pulses (30° et 2 pus) sur une fenétre de 10000 Hz pendant un temps d'acquisition de 0,5 ses.

9.1.2. Spectrométrie de masse

Les spectres de masse FAB-SM (Laboratoire du Grenoble) sont effectués a faible
concentration de produit dans la matrice de glycérol bombardée par Xe (9kV). On a utilisé un
spectométre Nermag R 1010C modéle 2000 (Nermag, Rueil-Malmaison, France) équipé d'un
canon FAB de (8KV, 20 mA).

Les analyses par la méthode MALDI (Laboratoire de Lille) sont réalisées sur un
appareil Vision 2000 (Finnigan MAT, Hemmel). Les échantillons ont été dissous dans l'eau &
la concentration de 50-100 pmol pL™ puis 1 pL a été mélangé avec 1 pL de matrice (acide
2,5-dihydroxybenzoique: 10 mg mL"! dans méthanol/ eau, 70:30; v/v). La cristallisation a été
effectuée a la température ambiante. Ensuite elles ont été irradiées par un faisceau laser

d'azote (337 nm) pendant 3 nsec.
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9.2. Méthodes chimiques

9.2.1. Chromatographie par tamisage moléculaire

On a utilisé une colonne Bio-Gel P4 (Bio-Rad; 108 x 2,3 cm) et 1'élution a été réalisée
avec de I'eau distillée 4 un débit de 15 mL h!, La détection des sucres collectés se fait 4 I'aide

d'un réactif a 'orcinol sulfurique.

9.2.2. Chromatographie par échangeurs d'ions

Dans le cas de la chromatographie par échange de cations, on a utilisé une colonne
(35 x 2 cm) de Dowex 50 x 2 (H', 200-400 mesh, Bio-Rad). Les composants positifs retenus
sur la colonne sont élués avec une solution d'acétate de pyridine (500 mM) a un débit de 25
mL h™.

Dans le cas de la chromatographie par échange d'anions, les fractionnements ont
été réalisés a l'aide d'une colonne (35 x 2 cm) de Dowex 1 x 2 (HO", HCOO™ ou CO5>; 200-
400 mesh; Bio-Rad). Les composants négatifs retenus sur la colonne sont élués avec un
gradient isocratique d'une solution d'acétate de pyridine (10 mM, 20 mM, 50 mM, 100 mM,

200 mM, 500 mM, 1 M et 2 M) & un débit de 25 mL h™".

9.2.3. Chromatographie liquide a2 haute performance

Les séparations par HPLC ont été réalisées avec un appareil Waters 590, équipé soit
d'une colonne analytique remplie d'une phase inverse Ci3 (Zorbax, 250 x 4,6 mm; Life
Science International), soit d'une colonne analytique remplie d'une phase normale HW
40F/50F (50 x 2,5 cm). Les produits sont détectés par réfractométrie 3 l'aide d'un
réfractomeétre différentiel (Differential Refractometer Waters 410) ou avec un détecteur UV

280 nm ou 206 nm (Waters Associates, Model 40). L'éluant de la colonne en phase normale
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est une solution de NaNO; (0,1 M) & un débit de 2 mL min™ et, en phase inverse, du l'eau

Milli Q 4 un débit de 0,5 mL min™.

9.2.4. Chromatographie liquide a performance rapide

Les séparations sur colonne analytique Mono Q (5 x 50 mm) ont été réalisées avec le
syst¢tme FPLC (Pharmacia, Uppsala, Sweden), équipé d'un moniteur (LCC-500), de deux
pompes (P-500), d'un enregistreur (REC-482) et d'un détecteur (UV-M). La colonne est
stabilisée dans un tampon Tris-HCl (0,2 M; pH 8) et les conditions d'élution choisies sont un

gradient linéaire de 0 4 0,5 M NaCl dans le tampon Tris-HCl 4 un débit de 1 mL min™.

9.2.5. Chromatographie sur couche mince

L'analyse des sucres ou de produits phénoliques se fait par chromatographie sur plaque
(20 x 20 cm) de gel de silice (Merck-Fas4, épaisseur 0,25 mm, Merck, Darmstadt, Allemagne).
La phase mobile utilisée varie en fonction des produits analysés: (i) pour les sucres c'est le
mélange alcool n-butilique/ acide acétique/ I'eau (2: 1: 1,5, v/v); (ii) pour les phénols c'est le
mélange toluéne/ MeOH/ acétate d'éthyle (10: 1: 1, v/v). Aprés migration les sucres sont
révélés sous UV (254 nm) et/ou par vaporisation d'iode ou par trempage dans une solution &
l'orcinol sulfurique suivi d'un chauffage 4 300°C. Les produits phénoliques sont révélés en

UV (254 nm).
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9.2.6. Chromatographie en phase gazeuse

Analyse des produits acétates d'alditols.

L'échantillon & analyser (200 pg mL™) et le standard interne méso-inositol (2 pg mL™)
sont hydrolysés par du TFA (2 M, 4 h a 100°C en reflux ) (Albersheim et al., 1967). Le TFA
est éliminé par évaporations successives sous vide jusqu'a neutralité aprés addition d'eau.

Aprés I'hydrolyse, les substances avant réduction par NaBH; (3 h a la température
ambiante ou 1 heure a 60°C), puis la solution est neutralisée par une solution aqueuse d'acide
acétique & 50%. Apres trois évaporations successives dans du MeOH contenant 1% de HCI
(pour éliminer les borates), les alditols sont acétylés par le mélange pyridine/ anhydre
acétique (1: 1, v/v) pendant une heure a 100°C sous reflux. Le mélange est dilué dans de l'eau
et concentré a séché trois fois. Une dernicére évaporation est effectuée dans EtOH pour
éliminer les traces d'eau.

Le résidu sec est ensuite repris par le chloroforme (0,3 4 0,5 mL) pour étre analysé
avec un chromatographe Hewlett-Packard 5890 & ionisation de flamme couplé 4 un
intégrateur (Hewlett-Packard, modéle 3380-A). La colonne utilisée, en silice fondue, est de
type macrobore (25 m x 0,53 mm) remplie de la phase SP-2380; le gaz vecteur est 1'azote
(débit 3 mL min™), la température du four est de 200°C avec une programmation de
température de 1,5°C min’.

Les oses sous forme de dérivés acétates d'alditols sont caractérisés en CPG par leur
temps de rétention (Figure 14 A). Pour les analyses quantitatives, les pourcentages molaires et
pondéraux de chaque ose présents sont établis par référence au standard interne, le méso-

inositol.
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Analyse de produits triméthylsylilés

Elle se fait selon la méthode de Kamerling et al. (1989). Le produit & analyser (200 pg
mL) est lyophilisé avec le standard interne, une solution de méso-inositol (2 pg mL™). Au
produit (trés sec) on ajoute 250 uL d'une solution de MeOH/ HC1 4 0,5 N et la méthanolyse
est effectuée pendant 24 h a 80°C dans des tubes hermétiquement fermés. La solution est
neutralisée par du carbonate d'argent ajouté grain par grain, puis elle fait 'objet d'une N-
acétylation par apport de 20 pL d'anhydride acétique. Aprés une nuit de repos a température
ambiante et a l'obscurité, le tube est centrifugé. Le surnageant introduit dans une pipette
Pasteur scellée a une extrémité est délipidé 3 fois par 200 uL d'heptane, puis évaporé sous
azote. Le résidu sec est repris par 25 pL de pyridine et 25 pL de BSTFA.

Aprés 3 h de réaction a température ambiante, les monosaccharides silylés sont
analysés en CPG sur colonne capillaire (0,2 mm x 25 m) remplie de Silicone OV 201. Le
gradient de température est programmé de 120° & 240° 4 raison de 2°C min™; le débit du gaz
vecteur (He) est de 1 mL min™ avec une pression d'entrée de 0,6 bars. La température est a
240°C pour le détecteur a ionisation de flamme et pour l'injecteur.

Par cette méthode on identifie la présence des sucres sous leur forme pyranosique ou
furanosique (Figure 14 B). Le pourcentage molaires et pondéraux de chaque oses présent sont

établis par référence au standard interne de méso-inositol.
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Figure 14. Chromatogramme en phase gazeuse des dérivés méthylglycosil

trifluoroacetates (A) et méthylglycosil triméthylsililés (B).
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9.2.7. Libération de O-glycannes par S-élimination

Le matériel biologique, la glycoprotéine B3 (1 g), a été repris par 50 mL de NaBH, (1
M) en solution dans NaOH ( 0,1 M). Le pH est porté a 12,5 avec une solution de NaOH (2
M). Le milieu de réaction est ensuite incubé sous agitation magnétique pendant 48 h 4 37°C.
La réaction de B-élimination est arrétée en ajoutant de l'acide acétique a 50 % jusqu'a pH 6.
La séparation des O-glycannes est réalisée par chromatographie sur une colonne de Bio-Gel
P4 (Bio-Rad; 108 x 2,3 cm). L'élution est réalisée avec de I'eau distillée 4 un débit de 15 mL h™

et la présence des sucres dans les fractions collectées est effectuée avec un réactif & 'orcinol

sulfurique.

9.2.8. Digestion pronasique

Une quantité de 10 mg de glycoprotéine a été dissoute dans 10 mL d'une solution
d'acétate de calcium (0,02 M) dans du tampon Tris-HC! (0,04 M, pH 8,2) & laquelle on
ajoute 0,2 mg de Pronase E (Merck, Darmstadt). Le mélange est incubé pendant 24 h &
40°C. A 4h, 8h et 20 h, on ajoute la méme quantité de Pronase E. L'hydrolyse enzymatique
est arrétée aprés 24 h en ajoutant jusqu'a pH 4,5 de 'acide acétique dilué. La solution finale
est concentrée & 1 ml avec un évaporateur rotatif, puis on ajoute 10 mL de MeOH refroidi a
20°C. On laisse la solution 2 h 2 la température du laboratoire, puis pendant 15 h a 2°C. Le

précipité recueilli par centrifugation et séché sous courant d'azote.

9.2.9. Chromatographie en Phase Gazeuse et Spectrométrie de Masse

des oses méthylés
Des oligosaccharides lyophilisés (50 pg) ont été dissous par 100 pL. de DMSO, puis
incubés dans un bain d'ultrasonication pendant 30 min. En suite, on a ajouté 200 pL d'iodure

de méthyle et le mélange est "soniqué" pendant 2 h sous argon ou azote. La réaction de
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méthylation est arrétée en ajoutant 1,5 mL d'eau distillée. L'excés d'iode est éliminé a 'aide de
thiosulfate de sodium. L'extraction des oligosaccharides est réalisée par du chloroforme (500
pL). L'oligosaccharide perméthylé est soumis a une réaction de méthanolyse en ajoutant 0,5
mL du mélange MeOH/ HCl (0,5 N); en suite la solution est incubée a 80 °C pendant 24 h.
Les méthylglycosides obtenus sont acétylés en présence de pyridine (50 pL) et d'anhydride
acétique (200 pL) pendant une nuit a la température ambiante.

L'identification des éfhers méthyliques est réalisée CPG couplée a un spectrométre de

masse.

9.2.10. Dosage colorimétrique des sucres

Les glucides totaux sont dosés selon la méthode de Montreuil et al. (1972), plus

précisément ils sont révélés a l'orcinol (solution d'orcinol & 0,2% dans HpSO4 20%) et

chauffés a4 110°C.

9.2.11. Dosage colorimétrique des protéines

Le dosage des protéines se fait a I'aide d'une solution de Bleu de Coomassie selon

Bradford (1976), pour des concentrations de 1 4 10 pg en protéine.

9.2.12. Dosage colorimétrique des lipides
Les lipides sont identifiés selon Mangold et al. (1955) par immersion dans une
solution a 30 % de MeOH contenant une solution a 1 % d'a-cyclodextrine. La révélation se

fait par vaporisation d'iode.






CHAPITRE 1

Evaluation du potentiel biologique de fractions

isolées de FUSARIUM OXYSPORUM Sp.
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A. La signalisation chez les végétaux: Généralités

1. Définitions

La matiere vivante posséde une extraordinaire variété de composés organiques de
structure complexe qui sont polyvalents car ils peuvent avoir plusieurs fonctions. En
particulier, ils contrdlent le métabolisme des cellules en leur permettant de s'adapter a
l'environnement. Les systémes permettant aux cellules d'un organisme vivant de
communiquer entre elles ou avec l'environnement sont apparus trés t6t au cours de I'évolution.
La communication est réalisée grace a des molécules "messagers' ou signaux d'origine
exo- ou endogéne, qui sont vecteurs d'information biologique En fonction de l'information
regue, la matiére vivante adopte différentes stratégies de réponses aux stimuli. Cette
adaptation concerne aussi bien de simples cellules isolées (bactéries) que des organismes trés
différenciés. De plus, elle se traduit par des réponses cellulaires intervenant aussi bien dans la
défense de la plante vis a vis de pathogénes qu'au cours des phases de multiplication, ou de
différenciation cellulaire se déroulant a différents stades de développement de la plante. Si
pour des cellules simples et isolées la plupart deS signaux sont exogeénes, on trouve les deux
types de signaux soit d'origine exo- ou endogéne chez les organismes supérieurs (plantes,
insectes, mammifeéres).

Les signaux permettent aux cellules animales de (i) s'identifier (cas des molécules
d'histocompatibilité); (ii) de déclencher et d'assurer une défense immunitaire (cas des
antigénes, des interleukines, des sélectines...); (iii) d'assurer la croissance et le développement
de l'ensemble de l'organisme comme le font les hormones, les facteurs de croissance, les
neurotransmetteurs. Les signaux peuvent étre immobilisés sur des cellules (cas des molécules

d'histocompatibilité) ou ils peuvent étre véhiculés dans l'organisme (cas des hormones, des
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stéroides, des neurotransmetteurs). Dans ce cas, ils agissent sur des cellules cibles parfois
dispersées qui sont glandulaires, musculaires, ou neurales en régulant un grand nombre
d'activités physiologiques et métaboliques. Leur transport peut étre actif (avec une
consommation d'énergie) en mettant en jeu des échanges ioniques qui impliquent des pompes
ioniques Na'/K" par exemple. Ou bien les échanges sont passifs en se produisant par simple
diffusion au travers des membranes.

Darvill et Albersheim (1984) ont montré que des fragments oligosaccharidiques des
parois fongiques intervenaient au cours d'interactions plante-pathogéne en induisant la
formation de métabolites secondaires a fonction antibiotique, les phytoalexines. Par la suite, il
a été prouvé que des oligosaccharides issus des parois des cellules végétales (cas des
oligogalacturonanes, du xyloglucane...) pouvaient induire des réactions physiologiques
impliquées dans la croissance, la rhizogenése, ou la fructification. Dans des mécanismes de
reconnaissance cellulaire les oligosaccharides sont aussi des ligands pour des lectines
(Sharon, 1993).

Ainsi, chez les végétaux, la résistance des plantes face a un pathogéne apparait comme
la résultante d'une série de mécanismes spécifiques et complexes déclenchés par la
reconnaissance d'un oligosaccharide. Ces molécules nommeées oligosaccharines (Albersheim,
1985) seraient, comme les phytohormones, des signaux de communication inter- et
intracellulaires capables d'assurer la défense de la plante face & une agression
environnementale mais aussi de contrbler la croissance et le développement. La différence
entre ces oligosaccharides et les phyhormones (auxines, cytokinines, gibbérellines, acide
abscissique, éthyléne...) provient du fait que ces derniéres exercent des effets pléiotropiques
plutdt que spécifiques en étant capables d'un grand nombre simultané d'actions sur la
croissance et le développement, actions bénéfiques ou néfastes pour la plante (Promé et

Demont, 1993).
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Si dans sa définition d'origine, une oligosaccharine est un oligosaccharide qui induit la
synthése et l'accumulation de phytoalexines, on désigne maintenant comme éliciteur tout
signal de structure chimique diverse (sucre, peptide (Yu, 1995), glycoprotéine (Hahlbrock et
al., 1995), glycolipide (Carlson et al., 1993)...) d'origine biotique ou non, ou bien un agent
physique ou chimique (UV, radiation y, sécheresse, froid...), apte a induire chez les plantes
des réactions de défense mais aussi d'adaptation a 'environnement, et/ ou capable de contrdler
le développement cellulaire (Boller, 1989). Par référence au mode d'action, et a la
connaissance de la signalisation dans les celluies animales, le terme de signal se substitue de

plus en plus chez les végétaux au terme d'éliciteur.

DANS CETTE THESE, TOUTE MOLECULE OU MELANGE DE MOLECULES
AYANT UN POTENTIEL BIOLOGIQUE, QUELLE QUE SOIT SON ORIGINE, ET
QUELLE QUE SOIT LA NATURE DE LA REACTION PHYSIOLOGIQUE INDUITE,

SERA QUALIFIEE DE SIGNAL.
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2. Réponses physiologiques induites chez les végétaux par

des signaux d'origine diverse

Comme cela a été souligné ci-dessus, les cellules regoivent donc et émettent des
signaux qui codent certaines informations biologiques permettant aux plantes de s'adapter a
'environnement, de réguler les différentes phases de leur développement. Ces signaux

peuvent étre des oligo-, polysaccharides, des lipides, des lipooligosaccharides, des protéines.

2.1. Oligo-, polysaccharides

Comme oligo-, polysaccharides, on trouve:

1) Les oligo-p-D-glucanes, comme l'hepta-B-D-glucoside (Figure 15a), isolés des
parois du champignon Phytophthora megasperma (Sharp et al, 1984a) sont des fragments
libérés par le pathogéne dans les premiéres phases de l'infection, de fagon spontanée ou sous
l'action de D-glycanases de la plante héte. La structure minimale active, le heptasaccharide
(Cheong et al., 1991), est constituée d’une chaine de 5 résidus B-D-(1—6) glucose, dont le
deuxiéme et le quatriéme sont li€s (1-—3) a un autre résidu de P-D-glucose. Ces
oligoglucosides induisent la synthése de phytoalexines (Sharp et al, 1984b), l'induction
d'arabinosyl transférases (Bolwell, 1986), des prolylhydroxylases (Bolwell et Dixon, 1986)
et/ou de "burst oxydatif" (Funk et al., 1987);

(2) des oligomeéres de chitine sont aussi actifs (Figure 15b); un DP supérieur ou égal &
4 semble requis pour éliciter I’accumulation de phytoalexines (Walker-Simmons et al., 1983).
La chitine est un polymére linéaire constitué de résidus N-acétyl-D-glucosamine qui est un

composant majeur des parois des champignons;
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(3) des oligoméres de chitosane induisent différentes réponses de défense comme
l'accumulation d'TP (Pefia-Cortes et al., 1988), la synthése de (1,3)-B-D-glucanases, la
formation de callose (Kauss ef al., 1989) ou la lignification (Lesney, 1989). De plus, leur
activité biologique dépend du DP et du degré d'acétylation (Kauss et al., 1989; Liénart ef al,,
1993). Le chitosane est une chitine dont le degré de N-acétylation résiduel est inférieur a 30%;
lorsque la désacétylation est compléte, c'est un polymére constitué d'unités B-D-glucosamine
(Figure 15c). Il se trouve dans les parois fongiques mais aussi dans les cuticules des
arthropodes (crustacés et insectes);

(4) des oligogalacturonanes peuvent induire des réactions de défense (Tableau III A)
par leur capacité a induire des IP. Ils contrdlent aussi certaines étapes de développement des
plantes (Tableau III B) (croissance, rhizogenése, fructification...) (Marfa et al., 1991). De
plus, ils sont connus pour déclencher en quelques minutes la production d'EAO (Cf. Chapitre
3, B 3). Les oligogalacturonanes sont des oligomeéres d'acide a-D-(1—-4) polygalacturonique
(Figure 15d) libérés a partir de la pectine, composant majeur de parois végétales, sous l'action

d'endopolygalacturonases et/ou de pectine-lyases.
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Tableau III. Activités biologiques d'oligogalacturonanes: (A) induction de réactions

de défense; (B) régulation de la croissance et de la différenciation cellulaire.

A
Induction de DP Concentration (M) | Plante Références
phytoalexines 8-13 10° soja Hahn et al., 1981
20 nd pois | Walker-Simmons et al,
1983
PAL >9 nd carotte | Messiaen et al., 1993
(1,3)-B-D-glucanase >3 d carotte Davies et Hahlbrock,
1987
Broekaert et Peumans,
chitinase nd nd tabac
1988
lignines 8-15 nd ricin |Bruce et West, 1989
P jusqu'a 4 .
<10 tomate | Bishop et al., 1984
2-6et20
B
Controéle de DP | Concentration (M) | Plante |Références
fa floraison 10-14 107 tabac  |Marfa et al., 1991
la thizogénese 12-14 107 tabac  |Bellicampi et al., 1993
[élongation auxinique >8 <10 ‘pois Branca et al., 1988
ese d'éthyleé l et al, 1991
la synthése d'éthyléne 5.19 nd poire Campbell et a
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(5) des oligoméres du xyloglucane (Figure 15¢) ont été trés étudiés pour leur effets
auxiniques ou anti-auxiniques au cours de la croissance des coléoptiles de pois. Ces effets
dépendent de la structure et de la concentration en oligosaccharides mais aussi de celles de
l'auxine (Tableau IV). Les oligoméres de xyloglucane résultent de l'hydrolyse acide ou
enzymatique d'un polymére qui est associé aux parois des végétaux ou a l'endosperme de

graines;

Tableau IV. Effets auxiniques ou anti-auxiniques d'oligoméres de xyloglucane XXFG,
FG, XXXG, XXLG (désignés selon la nomenclature de Fry et al. 1993)

Oligomeére Activité anti-auxinique | Activité auxinique |Références

(origine)

XXFG +) ) York et al., 1984
(sycomore) (107 2 108 M) (107 210 M)

FG () ) Mc Dougall et Fry,
(rose) (10% M) (107210° M) 1989;

XXXG @) + York et al., 1984 ;
(sycomore, rose) ((10°) _ (107210° M) Mc Dougall et Fry, 1990
XXLG O] ") Mc Dougall et Fry, 1990
(sycomore, rose) [(10°4107 M) (107 210° M)

XXLGol ¢) ) Vargas-Rechia et dl,
(blé) (10°M) (10°210"M) 1998
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(6) des laminarines ou oligomeéres de B-D-(1—>3) glucanes avec ou non des
ramifications (1—6) (Figure 15£) ont été signalées pour leur activité antimitotique et/ou pour
leur action sur la rhizogénése. Certains proviens d'algues (Natsume et al., 1994), d'autres sont
fongique sont d'origine algale;

(7) des B-D-(1—>2) glucanes cycliques présents presque exclusivement chez les
bactéries de la famille des Rhizobiaceae. 1ls intervienraient dans 1'adaptation osmotique de la
bactérie ainsi que dans le processus d'infection de la plante, mais ils ne semblent pas
impliqués dans la nodulation (Breedveld et al., 1994);

(8) des B-D-(1->2) glucanes linéaires (Figure 15h) non ramifiés de DP 6 & 9. Ils sont
présents chez certaines souches tropicales de Rhizobium. Ils possédent des similarités
structurales avec des glucanes & squelette linéaire B (1—2) et a ramifications B (1—>6) qui
sont associés aux membranes d'Echerichia coli. Intervenant dans l'adaptation osmotique de

cette bactérie, leur fonction biologique n'est pas encore élucidée.
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Figure 15. Structure chimique de signaux oligo-, polysaccharidiques: (a), hepfa B-D-

glucoside; (b), chitine; (c), chitosane; (d), acide o-D-(1-4) polygalacturonique; (e),

xyloglucane (structure du nonasaccharide XXFG); (f), laminarine; (g), B-D-(1—>2) glucane

linéaire.
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2.2. Peptides, protéines

Comme peptides, protéines, on trouve:

(1) un signal peptidique nommé systémine, identifié chez la tomate soumise 4 un
stress. Composé de 18 acides aminés, c'est un précurseur d'inhibiteur de sérine-protéases
(Pearce et al., 1991) et il serait impliqué dans la production d'acide jasmonique (Enyedi et al.,
1992);

(2) un oligopeptide, dérivé d'une glycoprotéine de Phytophthora megasperma f.sp.
glycinea. 1l induit, chez le persil, des réactions précoces comme un changement du flux
lonique, la phosphorylation de protéines membranaires, la production d'H,Os, et il active des
génes de défense codant pour des PR-protéines (Hahlbrock et al., 1995);

(3) un polypeptide de 8 kDa (monilicolin A) isolé de Monilinia fructicola (Ebel et
Cosio, 1994). Il induit une synthése de phytoalexines chez Phaseolus vulgaris;

(4) des protéines ou des peptides de bas poids moléculaire d'origine fongique,
comme un peptide de 3,1 kDa isolé de Cladosporium fulvum (Scholtens-Toma et de Wit.,
1988), comme des protéines de 10,1 kDa isolée de Phytophthora capsici, de 10,3 kDa isolée
de Phytophthora cryptogea (Ricci et al., 1989), et de 44 kDa isolée de Erwinia amylovora
(Wei et al., 1992). Ces protéines, peptides peuvent étre virales comme la protéine de 17,5
kDa isolée du virus de la mosaique du tabac (Culver et al., 1989) et elle induisent des
nécroses liées a la réponse d'hypersensibilité;

(5) des protéines de poids moléculaire plus élevé sont également actives. On a isolé
du champignon Phytophthora plusieurs protéines nommées élicitines (Huet et al., 1992), qui
contrdlent les interactions compatibles ou incompatibles entre les diverses espéces de
Phythophthora et 1a plante-héte, le tabac. Elles peuvent étre aussi toxiques, mais & des doses

plus faibles, pour d'autres espéces végétales. Elles induisent la formation de nécroses et
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stimulent en méme temps les défenses des plantes contaminées. Ces protéines, de 98 acides
aminés, appartiennent a4 deux classes physico-chimique, dites o et B. L'originalité des
élicitines repose sur le fait quelles ne subissent pas des modifications aprés leur synthése, telle
que l'addition de chaines glucidiques, donc leur activité ne dépend que de la structure
protéique. Les élicitines B sont connues pour étre plus toxiques que les o dans la mesure ou
elles induisent des nécroses & des doses de l'ordre de la picomole (Yu, 1995). Leur séquensage

a permis d'identifier une région qui régule l'activité nécrotique.

2.3. Lipides

A partir du champignon Phytophthora infestans on a isolé des signaux lipidiques
comme des acides gras (les acides 5, 8, 11, 14, 17 cis-eicosapentaénoique et 5, 8, 11, 14 cis-
eicosatétraénoique), comme des glycolipides, des triglycérides (Figure 16a) et des
phospholipides. Ils induisent la production des phytoalexines chez la pomme de terre
(Kurantz et al., 1981). Des sphingophospholipides & inositol (Figure 16b) ou & phosphatidyl
choline (Figure 16 c) isolés de Phytophthora capsici permettent au piment de développer une

résistance (Lhomme et al. 1990).
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Figure 16. Signaux lipidiques: (a), triglycéride; (b), sphingophospholipide & inositol;
(c), sphingophospholipide & phosphatidylcholine.

2.4. Lipooligosaccharides

Les lipooligosaccharides (Figure 17), nommés aussi facteurs Nod contrdlent la
spécificité des interactions des bactéries Rhizobiacées avec les hotes Légumineuses (Lerouge
et al., 1990). Ils jouent un rdle dans le processus d'infection de la plante, ainsi que dans la
stimulation des divisions cellulaires donc dans l'apparition de nodules racinaires (Cf.
Introduction, A 4.1). A des concentrations de 1072 2 10° M, ils provoquent la formation des

poils absorbants & partir des cellules épidermiques racinaires. A plus forte concentration 10”
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4 107 M) ils induisent la division des cellules du cortex interne et la différenciation de
nodules (Promé 1993).

Les facteurs Nod possédent, en commun, un squelette constitué d'une séquence de
quatre ou cinq résidus N-acétyl-B-D-(1—>4) glucosamine et le groupement amine de
I'extrémité non réductrice est substitué par un acide gras. Selon l'espéce de Rhizobium
concernée, ce squelette sera "décoré” par des groupes chimiques variés (sulfate, acétate,
carbamate, méthylfucose ou arabinose), fixés sur les résidus N-acétyl-B-D-(1->4)
glucosamine et la nature de l'acide gras variera (A”C18, A8 et A¥C16) (Long, 1996);
ces variantes structurales déterminent la spécificité de I'hote.

Différentes étapes de la biosynthése des facteurs Nod ont été identifiées. Elles font
intervenir des génes régulateurs de transcription, des génes communs impliqués dans la
synthése du squelette chitooligosaccharidique, chito-oligosaccharidique, et des génes
spécifiques codant pour des enzymes effectuant des substitutions sur le squelette (Cf.

Introduction, A 4.1).

H
H CH3CO (nodX)
CH5CO (nodl) SO3H (nedHPQ)
NH,CO (noau) arabinose {(nhodC)
tucose (nodz, nodK})
nadc
\ [ 2'-O-mathyl
CH;O CH 3'-O-sulphate
% 2 O 3’ or 4-C.acetyl
NHzCO —o-[ O OH
H CH’ CHJ
CHy (nads) arabinoss (nodC)
{noaas )| [ 4** c16 }
a*4Y¢c1 finagFE)
A c18

Figure 17. Structure chimique des facteurs Nod (selon Promé (1996)). Les fleches
indiquent les changements structuraux des différents facteurs. Les génes nod impliqués dans

la biosynthése sont entre parenthéses.
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2.5. Glycopeptides, glycoprotéines

De trés nombreux peptides glycosylés ont ét€ identifiés pour leur fonction signalitique:

(1) des glycopeptides, N- et O-glycosylés, isolés de la paroi de Puccinia graminis f.
sp. titici qui élicitent des lignines; le résidu oligogalactosidique est le motif efficace (Kogel et
al., 1988);

(2) un glycopeptide de 2,5 kDa extrait de la levure Sacharomyces cerevisiae, induit
chez la tomate, la synthése d'éthyléne ainsi qu'une réponse PAL (Basse et Boller, 1993). La
partie glycosylée identifiée & un résidu oligomannosidique (Man;oGlcNAc; et
Man,,GlcNAc;) (Basse et al., 1992), interviendrait dans la fonction signalitique. En effet, si
seule la protéine est active la partie glycosylée (non active seule) serait un inhibiteur de
l'activité de liaison du glycopeptide;

(3) le pathogéne Mycosphaerella pinodes produit deux glycopeptides, la supprescine
A et la supprescine B (Figure 18). A des concentrations micromolaires, ils inhibent la

synthése de pisatine (Shiraishi et al., 1992).

En ce qui concerne les glycoprotéines actives, elles sont représentées par des
molécules isolées de champignons ou de cultures cellulaires. On trouve:

(4) des glycopeptides de synthése ayant une séquence peptidique L-Ser ou L-Ser-L-
Pro et qui peuvent étre tri- (Takeda et al., 1994), hexa- ou nonaglycosylés (Takeda et al.,
1996). IIs induisent des phytoalexines chez le pois;

(5) une glycoprotéine de 28 kDa de Colletotrichum lindemuthianum. Elle élicitent la

productioﬁ d'une flavone chez le haricot (Tepper et al., 1986);
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(6) une glycoprotéine de 42 KDa, isolée de Phytophthora megaspeerma f. sp.
glycinea, qui induit, par sa partie protéique, des furanocoumarines chez le persil (Parker et al,
1991);
(7) des glycoprotéines présentes dans le milieu de culture et dans les parois du
champignon Cladosporum fluvum (De Wit et al., 1981) qui provoquent des nécroses chez la

tomates.

H
HO

HO HO

HO O-Ser-Ser-Gly

-Ser-Ser-Gly-Asp-Glu-Thr

Figure 18. Exemples des signaux glycopeptidiques: les supprescines A et B du
champignon Mycosphaerella pinodes

2.6. Phytohormones

Les phytohormones désignent des composés comme les auxines, les gibbérellines, les
cytokinines, l'acide abscissique et 1'éthyléne. Ce sont des composés organiques synthétisés
dans une partie de la plante et transportés & un autre endroit ou ils peuvent induire une
réponse physiologique & des concentrations le plus souvent micromolaires. La réponse induite
par 'hormone dépend de sa nature et de sa concentration, mais aussi de l'espéce végétale, de
l'état de développement de celle-ci, de sa localisation dans la plante, ainsi que des interactions
avec d'autres hormones. Les phytohormones ont des effets caractéristiques sur des
phénoménes aussi différents que la croissance, la maturation, la différenciation et la

sénescence.
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Les auxines (Figure 19a), caractérisées par un noyau aromatique et une chaine latérale
avec un groupe polaire (un acide ou un composé facilement transformable en acide: sel, ester,
nitrile ou amide) sont représentées par 3 groupes: les composés naturels indoliques comme
I’acide indole acétique et les composés de synthése, I'acide naphtaléne acétique et l'acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique.

Elle sont connues pour leur capacité a réguler le développement des fruits, a stimuler
'élongation cellulaire des coléoptiles, des tiges, des pétioles et des feuilles ou inhiber
I'élongation des racines (Eliasson et al., 1989). Elles sont aussi impliquées dans la division et
la différenciation cellulaire. Ainsi elles induisent la formation de racines latérales et favorisent
la dominance apicale.

En ce qui concerne le mode d'action des auxines, on retient la présence de récepteurs,
protéines du plasmalemme ou du reticulum endoplasmique, ayant été clonées pour certaines
d'entre-elles. On a associé la perception d'un signal auxinique & la production d'EAO, au
déclenchement d'échanges ioniques, et a l'activation de protéines G. Ces modifications
peuvent provoquer l'acidification de la paroi, le remaniement des composants pariétaux
(extensines, HRGP) et lactivation d'enzymes (glycanases; glycosidases ou
endotransglycosylases) impliquées dans l'extension de la paroi. Des geénes spécifiques
(comme PSIAA4 et PSIAAG régulateurs de la transcription) sont activés par un signal

auxinique.

Les cytokinines (Figure 19 b), qui possédent un noyau adénine (6-aminopurine)
substitué ou non ont comme fonction majeure la stimulation de la division cellulaire (Binns,
1994), et elles ont le plus souvent un rdle complémentaire des auxines en ce qui concerne le

contrdle de la morphogenése. Aussi quand le rapport cytokinine/ auxine est bas, la formation
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des racines est favorisée; a l'inverse, quand le rapport est haut, on observe un développement
important des tiges et des feuilles. De méme elles favorisent la néoformation de bourgeons et
la levée de la dominance apicale. De plus, elles retardent la sénescence en protégeant la

membrane contre la dégradation.

L'acide abscissique (Figure 19¢) appartient au groupe des sesquiterpénes. Elle inhibe
la croissance, mais elle contrdle I'abscission des feuilles, des fruits et des fleurs (Giraudat,
1995). En plus, elle exerce des effets antagonistes aux gibbérellines. Cette phytohormone

devient inactive sous forme oxydée ou glucosylée (formation d'un ester glucosyl€).

Les gibbérellines (Figure 19d) sont des composés terpenoides résultant de la
cyclisation d'unités géranylgéranyl diphosphate en kauréne qui, sous l'action de
monooxygenases, conduit a des précurseurs aldéhydiques, lesquels sont convertis en
composés gibbérelliques actifs via des étapes oxydatives. Les gibbérellines interviennent dans
l'allongement des entre-noeuds et dans la floraison, et elles favorisent la croissance des
feuilles et de certains fruits dans lesquels les auxines peuvent étre inactives. En stimulant
l'activité amylase, donc en contrélant les réserves dans l'endosperme des graines (Gilroy et
Jones, 1994), elles jouent un role majeur dans la levée de la dormance des graines et des

bourgeons.

L'éthyléne est synthétisé de novo par la plante, en réponse & une agression
microbienne au cours de réactions d'hypersensibilité, ou encore a la suite d'un stress ce qui lui
vaut le nom "d'hormone du stress”. Intervenant donc dans des réactions de défense des
plantes, C,H, élicite des phytoalexines, induit la synthese de chitinases, de HRGP et stimule

des IP.
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La C;H4 est aussi un régulateur de croissance et 1’augmentation de sa production est
fortement associée a l'initiation de la maturation des fruits. L'application de C,H, a des
graines de céréales 1éve la dormance et initie la germination (Ecker, 1995). Durant la phase
d'induction de l'abscission des feuilles, le niveau de C,Hs augmente et il semble diminuer
l'activité de l'auxine en réduisant a la fois sa synthése et son transport et en augmentant sa
dégradation.

La production de C;H4 est contrblée par des auxines qui sont capables d’induire la
conversion du précurseur de l'acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique et C,H; en
augmentant la quantité dARNm codant pour l'acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique

synthase (Sato et Théologis, 1989).
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Figure 19. Structure chimique de phytohormones: auxines, (a); cytokinines, (b); acide
abscissique, (c); acide gibbérellique (GAs), (d) et de composés a fonction hormonale: acide

jasmonique, () et acide salicylique, (f).
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2.7. Autres signaux

On regroupe dans ce paragraphe des molécules de structure chimique trés diverse mais
qui ont la propriété, en commun, de porter une information biologique. Certaines sont issues
du métabolisme des acides gras (cas des jasmonates) ou du métabolisme des phénols (cas de

SA). D'autres sont des toxines d'origine fongique ou bactérienne.

2.7.1. Les signaux a fonction hormonale

Les produits désignés ci-dessous ne sont pas des phytohormones au sens strict mais
des molécules a fonction hormonale; elles ont été aussi décrites comme messagers
secondaires. En effet, par leurs effets hormonaux et leur mode d'action, ce sont des signaux
primaires ou secondaires capables de réguler des séquences enzymatiques comme le font les

messagers secondaires des cellules animales.

Les jasmonates (Figure 19¢) (acides jasmonique, méthyljasmonate) caractérisés par
un cyclopentanone avec deux substituants variables en C; et Cg, sont issus de la voie
octadécanoidique; leurs précurseurs étant les acides linolénique, 13(S)hydroperoxylinolénique
et phytodiénoique. Largement distribués chez les végétaux (sous une forme glycosylée ou
non) ils sont présents dans tous les organes et leur concentration varie a chaque stade du
développement de la plante. Ils inhibent la germination des graines et du pollen, la croissance
des tiges et des racines, la rhizogénése ainsi que la division mitotique induite par des
cytokinines (Parthier, 1990). Ils provoquent la sénescence et I'abscission des feuilles (Ueda et
al., 1981), et ils stimulent la synthése du B-caroténe ou la production de I'C,H, dans les fruits.

Les jasmonates sont peuvent réguler plusieurs séquences enzymatiques. En particulier
ces molécules libérées dans la plante via une peroxydation lipidique en réponse a différents

stress environnementaux, (blessures, pathogénes...) activent l'expression de génes codant pour
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des protéines spécifiques, "jasmonate-induced proteins". Parmi ces protéines se regroupent
des enzymes du métabolisme flavonoidique (Creelman et al., 1992), ou terpénique (Gundlach
et al., 1992), ainsi que des PR-protéines comme des IP (Farmer et al., 1990), des osmotines,

ou des protéines de type thionine (Creelman et al., 1995).

L'acide salicylique (acide o-hydroxybenzoique) (Figure 19f) est issu de la voie des
phénylpropanoides via l'acide o-cinnamique (Cf. Chapitre 1, C 1). Il est impliqué dans
différents stades de différenciation cellulaire, notamment dans la régulation de la floraison
(Kim et al., 1993) et dans la maturation des fruits. Il inhibe la consommation du phosphate et
potassium (Lee ef al., 1995) ou il bloque la synthése d'éthyléne (Li et al., 1992). Au cours des
interactions plante-pathogéne la production de SA est augmentée. Elle est corrélée a
l'induction de la SAR, ce phénol intervenant comme une molécule messager contrdlant des

étapes de transduction (Lee et al., 1995) (Cf. Chapitre 1, C 1.2.3).

2.7.2. Toxines

Les toxines sont des petites molécules de structure diverse (polypeptides,
terpeénoides...) regroupées en deux catégories selon leur spécificité. Les toxines spécifiques
"Host Selective Toxins" sont des agents de pathogénicité alors que les autres, au plus large
spectre d'action, ne sont pas sélectives; elles sont designer par les terme de "Host

NonSelective Toxins".

Les toxines spécifiques & l'exception du polypeptide ribosomal de Pyrenophora
tritici-repentis, sont des métabolites secondaires actifs & des concentrations de l'ordre de 10
pM 4 1 pM. Les toxines spécifiques sont surtout représentées par les produits des

champignons Cochliobolus et Alternaria.
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(1) la toxine-T (Figure 20a), isolée de Cochliobolus heterostrophus, modifie l'activité
d'une protéine chimérique ancrée a la membrane interne mitochondriale (Levings et al.,
1995). En perturbant le fonctionnement des mitochondries, elle inhibe certaines étapes de
fécondation et de pollinisation (Dewey et al., 1987);

(2) la toxine HC (Figure 20b), isolée de Cochliobolus carbonum, inhibe la croissance
des racines chez le mais, mais elle est sans effet chez les Dicotylédones. En régulant l'activité
d'une histone-deacétylase nucléaire, elle contrdlerait la transcription des génes chez les
plantes hdtes, comme ceux codant pour des protéines liées & la pathogénése. Cette toxine a un
spectre d'action trés large en inhibant in vivo et in vitro les enzymes histone-deacétylase de
mais, de lévure, de Physarium, de poulet (Brosch et al., 1995) et de mammiféres (Kijima et
al., 1993).

(3) la toxine victorin (Figure 20c) isolée de Cochloibolus heterostrophus, est efficace
a des concentrations de l'ordre de 10 pM. Elle provoque la rouille c.hez de nombreuses
Monocotylédones. Elle a été a l'origine de destructions massives de récoltes d'avoine en
Amérique de Nord dans les années 1930. Elle se lie d'un fagon irréversible & une sous-unité de
100 kDa de lenzyme mitochondriale glycine-décarboxylase intervenant dans la
photorespiration.

Les toxines spécifiques isolées d'dlternaria (Figure 20 d...i) présentent (ou non) dans
leur structure des acides gras. Elles agissent au niveau du plasmalemme (cas des toxines AF,
ACT, ACTG) ou au niveau de la mitochondrie (cas de la toxine AT). Généralement elles
sont toxiques car elles inhibent la transcription et/ou la traduction (cas des toxines AAL, AK
et AM (Walton et al., 1993; Gilchrist et al., 1995). Certaines, comme la toxine AAL, sont

toxiques non seulement pour les plantes mais aussi pour les cellules des mammiféres car elles
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inhibent l'enzyme céramide-synthase impliquée dans la voie de synthése des cérébrosides et
des gangliosides.
Parmi les toxines spécifiques isolées d'autres pathogénes que Cochliobolus et
Alternaria, on trouve la fumonisine (Figure 20j) isolée de Fusarium moniliforme, et la
péritoxine isolée de Periconia circinata (Figure 20k) qui bloque la céramide-synthase des

mammifeéres.

Les toxines non spécifiques, comme la fusicoccine (Tognoli et al., 1986), le
trichothecéne (Zamir, 1990), la coronatine (Weiler et al, 1994), la phaséolotoxine, la
syringomycine, la tabatoxine (Ballio et al., 1970) ont un large spectre d'action. Elles sont
impliquées dans l'expression de la virulence du pathogéne ainsi que dans le développement de
symptdmes mais sont impliques dans différentes voies métaboliques.

La fusicoccine (Figure 20 1), isolée de Fusicoccum amygdali (Tognoli et al., 1986)
active une H'-ATP-ase membranaire en provoquant la mort cellulaire. Elle est introduite dans
la cellule hote a 'aide d'un récepteur membranaire (Marra et al., 1994).

La tentoxine (Figure 20 m) est un tétrapeptide cyclique isolé d'Alternaria alternata
qui bloque le transport d'énergie au cours de la photophosphorylation et qui induit des
chloroses (Halloin et al., 1975).

La phytotoxine coronatine, isolée de Pseudomonas syringae, mime des signaux de la
voie des octadécanoides. Les activités biologiques induites dépendent de sa structure. Par
méthylation ou réduction, la molécule devient inactive; par hydrolyse, on obtient un analogue
structural de I'acide 12-oxo-phytodiénoique, précurseur de l'acide jasmonique (Weiler et al.,

1994).



87

(a) (b)

H e
© o (d) o
*5;1“ =

(m)

Figure 20 A. Structure chimique en (A) des toxines sélectives: toxine T, (a); toxine HC, (b);
victorin, (c); toxine AK, (d); toxine ACT, (e); toxine AF (ﬁ; toxine ACTG (g); toxine AM,
(h); toxine AAL, (i); fumonisine B1, (j); péritoxine, (k), et en (B) des toxines non sélectives:

(1), fusicoccine; (m), tentoxine.
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3. Mode d'action d'une molécule signal

Nous axons principalement ce paragraphe sur les signaux oligosaccharidiques, et
nous portons notre intérét sur les phases de perception et de transduction du signal. En ce qui
concerne la phase d'expression d'une réaction physiologique, nous nous limiterons a la

caractérisation de réponses sans détailler ici les bases moléculaires du processus.

3.1. Perception du signal

La premiére étape est la reconnaissance de signal par les cellules végétales. Cette
phase reléve d'interactions spécifiques ou non spécifiques.

La reconnaissance spécifique d'un signal au niveau du plasmalemme des cellules
végétales a ét€¢ démontrée. Par exemple, un oligosaccharide comportant un nombre défini
d'unités de répétition comme I'hepta-B-D-glucoside se lie & des protéines plasmalemmiques
(Cosio et al,, 1992). De méme, des récepteurs membranaires d'un glycopeptide de levure et
d'un oligomeére de chitine ont été identifiés (Shibuya et al., 1993). Des travaux réalisés dans le
laboratoire sur un trisaccharide abiotique, éliciteur de D-glycanases chez les végétaux, ont
conduit & la séparation, par chromatographie d'affinité, de protéines plasmalemmiques
capables d'établir avec ce trisaccharide et/ou avec ses précurseurs des interactions de type
ligand-récepteur (Liénart et al, 1992). De méme, des sites spécifiques de liaison ont été
découverts pour une glycoprotéine d'origine fongique induisant la lignification (Kogel et al,
1991), et pour des toxines bactériennes parmi eux la fusicoccine (Marra et al., 1994). En ce
qui concerne le facteur Nod, on a identifié des sites associés au plasmalemme de haut affinité;
ces sites sont distincts de ceux reconnaissant le squelette chitooligosaccharidique (Umemoto

et al., 1997).
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Des données de biologie moléculaire montre, via I'hypothése géne pour géne (Cf.
Introduction, A 3.1), que les génes R codent pour des produits ayant un domaine
extracellulaire riche en leucine impliqué dans 'interaction avec le signal (codé par des génes
avr). Par exemple, des génes de résistance contre le pathogene Cladosporium fulvum Cf2 et
Cf9 codent pour une glycoprotéine qui a un domaine extracellulaire riche en leucine et des
domaines transmembranaire et cytoplasmique (Dixon et al., 1996). Les signaux codés par les
génes avr4 et avr9 du pathogéne Cladosporium fulvum interagissent spécifiquement avec les

régions riches en leucine déclenchant des réponses de résistance.

La reconnaissance non spécifique d'un signal par des cellules végétales est
principalement & relier & des interactions ioniques. Elle se traduit par des changements de
perméabilité du plasmalemme, & une dépolarisation, ainsi qu'a la génération d'EAO. Par
exemple, des oligogalacturonates de DP 10 a 16 modifient transitoirement les flux ioniques
(extrusion dions K', entrée d'ions Ca®*, H'..) (Mathieu et al, 1991) et entrainent la
dépolarisation de la membrane plasmique (Thain et al., 1990). Des chitosanes induisent un
flux électrolytique & travers le plasmalemme (Kauss et al., 1989), et des chitines générent la

dépolarisation membranaire, l'alcanisation du milieu extracellulaire (Felix et al., 1993).
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3.2. Transduction du signal

La reconnaissance du signal éliciteur déclenche une cascade de séquences
enzymatiques mettant en jeu des messagers secondaires; cette étape de transmission
d'information biologique aboutissant a son amplification se nomme transduction. Des cibles
(enzymes, génes...) sont ainsi activées, ce qui résulte en I'expression de réponses
physiologiques.

Chez les végétaux, la connaissance des mécanismes moléculaires impliqués dans la
transduction d'un signal éliciteur est encore limitée. Cependant des données se basant sur la
connaissance des cellules animales ont été répertoriées, et des cascades de transduction ont été
partiellement reconstituées.

Ainsi, la participation de plusieurs types de messagers secondaires tels que calcium
(Stdb et Ebel, 1987), phosphoinositides (Drobak, 1992), nucléotides AMPc (Kurosaki et al.,
1987), GTP (Hiroshi et Ohashi, 1995), et diacylglycerols (Shi et al., 1995) & une réponse
d'élicitation a été rapportée. De méme, des séquences enzymatiques libérant des radicaux
libres (O™ et HO®) (Mehdy, 1994) ou impliquant des protéine-kinases et des phosphatases
(Trewavas et al., 1991) ont été détectées dans la transduction de certains signaux.

On a signalé, ci-dessus, que des métabolites spécifiques auraient une fonction
d'hormone et/ou de messager secondaire. Par exemple, 'augmentation de SA dans la cellule
est associée avec une activation des réponses de défense, par exemple & l'expression des génes
de défense (Malamy et al, 1996). Les jasmonates peuvent étre considérés comme des
messagers secondaires (Gundlach et al., 1992) car ils sont capables de réguler la transcription
des génes codant pour un IP (Reinbothe et al., 1994).

Des données de Biologie Moléculaire indiquent qu'un motif structural protéique peut
jouer un réle important dans la transduction d'un signal (Tang et al., 1996). Les génes de

résistance qui codent pour des régions Ser/Thr kinasiques sont impliqués dans la transduction
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du signal. Ce domaine kinasique est nécessaire, mais pas suffisant dans la transduction car il
doit étre couplé a (ou étre en liaison avec) un domaine riche en leucine.

Par exemple, dans le cas de l'interaction avrPto (Pseudommonas syringae pv tomato)-
Pto (tomate), le géne Pto (codant seulement un domaine kinasique) doit se coupler avec le
géne Prf (codant des régions riche en leucine) pour activer la transduction du signal AvrPto
(Salmeron et al., 1996). Un cas intéressant est aussi représenté par le géne de résistance Xa2]
du riz qui active seul la transduction car il code les domaines riches en leucine et kinasique

(Song et al., 1995).

3.3. Expression de réponses physiologiques

L'interaction de la cellule végétale avec un pathogéne ou un signal résulte
généralement en l'expression d'une réponse physiologique. Cette réponse qui repose sur
l'activation d'enzymes ou de génes spécifiques permet & la plante de résister aux pathogénes

ou de contrdler son développement.

3.3.1. Réponses physiologiques de défense

Aprés une interaction plante-pathogéne on peut observer plusieurs réponses
physiologiques, comme la dépolarisation du plasmalemme, la nécrose cellulaire, le dépdt de
callose (Kauss et al., 1989) et de lignines (Kogel et al., 1991), la synthése des phytoalexines
(Dixon et al., 1986) et la synthése de novo des PR-protéines, protéines liées a la défense
(Stintzi et al., 1993).

Ces mécanismes de défense sont déclenchés selon une chronologie définie et ils
varient selon le type de plante ou de pathogene impliqué.-L'activation des mécanismes de

défense implique des cascades de transduction se déclenchant aprés l'interaction du signal
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avec des protéines plasmalemmiques, ou aprés l'internalisation du signal soit directement
(Lawton et Lamb, 1987), soit aprés complexation & un récepteur (Horn et al., 1989).

La HR est l'une des premiéres réponses de défense chez les plantes (Klement, 1992).
Cette réponse se traduit par l'apparition d'une nécrose des tissus végétaux autour du site
d'infection; la mort de quelques cellules végétales au profit des nombreuses cellules infectées
restreint ainsi le développement du pathogéne (virus, champignons, bactéries, nématodes),
incapable alors d'envahir les tissus sains. En quelque sorte, la plante résiste a l'envahisseur en
pratiquant la méthode de la terre briilée, les tissus morts n'étant plus exploitables par le micro-
organisme pour son propre développement. Cette réponse s'accompagnera de toute une
cascade d'événements précoces (Cf. Chapitre 3, A)

La phase d'hypersensibilité est prolongée par SAR de la plante au pathogéne, non
seulement au niveau de la zone infectée mais aussi au niveau de tissus éloignés: une
résistance se développe en conférant ainsi a la plante une immunité (Ryals et al., 1995). Les
signaux impliqués entre la HR et la mise en place de la SAR ne sont pas clairement identifiés,
mais des molécules comme la systémine (Schaller et al., 1996), les acides jasmonique et
salicylique (Sharma et al., 1996) sont reconnus comme messagers secondaires. Cette
protection, dite SAR (Hunt et al., 1996), apparait étre largement non-spécifique et protége
toute la plante. Une des réactions physiologiques qui lui est associée est la biosynthése de PR-
proteines. Par exemple, dans le cas de l'infection du tabac par le virus de la mosaique du
tabac, on a identifié des PR-protéines répertoriées selon Ward et al. (1991) en 9 classes au
moins parmi lesquelles se situent des glycohydrolases (des (1,3) B-D-glucanases sous forme
acide (PR-2a PR-2b et PR-2c) ou extracellulaire (PR-Q)), des chitinases sous forme acide
(PR-3a, PR-3b et PR-Q) ou basique (chitinases de classe III ) ainsi que des protéines de type

heveine (PR-4a et PR-4b) ou de type thaumatine (PR-5a et PR-5b).
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3.3.2. Réponses impliquées dans le contrdle de la croissance et/ou de la

différenciation cellulaire

Les oligosaccharides n'ont pas uniquement un role dans les réactions de défense,
certains signaux éliciteurs régulant différentes phases du développement des végétaux
(Darvill et al., 1992). En effet, Albersheim et Darvill (1985) ont mis en évidence le rdle joué
par des oligosaccharides d'origine végétale dans la régulation du développement et la
reproduction des plantes. Des oligogalacturonates ont des effets sur la morphogenése des
feuilles, des racines (Tran Thanh Van et al., 1985; Bellincampi et al., 1993) ou bien dans la
formation de fleurs (Marfa et al,, 1991). Ils peuvent contrbler 1'élongation des cellules et la
maturation des fruits (Melotto et al., 1994) ou bien induire la production d'éthyléne (Brecht et
Huber, 1988).

11 existe également des glycoprotéines pouvant jouer un role dans I’embryogenése (De
Vries et al., 1988) ou induisant une division cellulaire (Howard et al., 1977).

Par ailleurs, des lipooligosaccharides, comme les facteurs Nod, induisent la formation
de nodules au niveau des racines de la plante en stimulant la division des cellules corticales
(Lerouge et al., 1990).

De méme, des oligoméres de xyloglucane sont connus pour leurs effets auxiniques ou

anti-auxiniques (Cf. Chapitre 1, A 2.1).
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4. Marqueurs biologiques de défense

Au cours des interactions plante-pathogeéne, plusieurs réactions de défense sont
déclenchées, chaque modification physiologique exprimée peut étre considérée comme un
marqueur de stress. Toute modification relevant de l'activation d'enzymes ou de génes
spécifiques, ou bien de la génération d'ions ou de métabolites a relier au traitement éliciteur
peut étre considérée comme un marqueur de défense.

Dans le cadre de cette thése, nous avons analysé le potentiel éliciteur des fractions
isolées de Fusarium oxysporum sp. et de Fusarium sp. M7-1 en recherchant leur capacité a
induire des réactions de défense chez des plantes. Pour cela, nous avons suivi une activation
enzymatique ou évalué l'intensité d'une réponse relevant de l'induction d'un marqueur de
défense et qui a été induite par une fraction donnée.

Les principaux marqueurs retenus ont été l'activation de 'enzyme PAL, la variation du
potentiel redox du plasmalemme, I'induction de glycohydrolases ou d'IP.

Seules les répomses physiologiques significatives dans leur intensité, leur
spécificité et leur reproductibilité ont été prises en compte et rapportées dans ce
mémoire. L'aspect descriptif a été rapporté dans ce chapitre 1 alors que les réponses les plus
significatives ont fait l'objet d'une étude approfondie dans le chapitre 3. Les conditions
d'expression, les caractéristiques physiologiques des réponses détectées ont été bien définies
afin de valider la fonction signalitique des molécules testées. Le caractére précoce des
réponses, et la capacité d'une fraction oligosaccharidique (d'un éliciteur potentiel) & &tre
efficace a de trés faibles concentrations (concentrations pico-, nanomolaires) ont été étudiés

en priorité.
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B. PREPARATION DE SIGNAUX ELICITEURS

DE FUSARIUM OXYSPORUM sp.

1. Préparation de fractions brutes

Ce travail a été réalisé a partir du mycelium de Fusarium oxysporum sp. Différents
auteurs ont rapporté l'existence de protéines, de lipides et de sucres comme composants
majeurs du mycelium des champignons du genre Fusarium (Cf. Introduction, B 2).

Dans notre cas, le mycelium de Fusarium oxysporum sp. déshydraté (100g) a fait
I'objet d'un traitement acétonique (Cf. Matériels et Méthodes, A 2.1) et 2 fractions brutes ont
été retenues, soit une fraction soluble enrichie en glycolipides et en lipides, et soit une
fraction insoluble enrichie en glycoprotéines/peptides, en protéines/peptides, et en oligo-,
polysaccharides. La fraction soluble a été caractérisée sur un plan structural (Cf. Chapitre 2),
mais seuls des composants oligo-, polysaccharidiques de la fraction insoluble ont été évalués
pour leur potentiel biologique (Cf. Chapitre 3, C 4).

On a préparé une poudre déshydratée par broyage du mycelium de Fusarium
oxysporum sp. La poudre déshydratée a fait I'objet des extractions successives & froid en
présence d'acétone réalisées jusqu'a la décoloration totale du surnageant récupérée par
centrifugation (10 min & 4000 g). A la fin de cette séparation on a obtenu (i) une fraction
insoluble a l'acétone, appelée fraction protéique, qui a été séchée a l'air a la température
ambiante et qui sera soumise 4 d'autres expériences de fractionnement et de purification (pour
des détails voir Chapitre 1, B 2.2), et (ii) une fraction soluble dans l'acétone, appelée fraction

glycolipidique (pour des détails voir Chapitre 1, B 2.1).
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2. Caractérisation chimique (analyse préliminaire)

2.1. La fraction glycolipidique (aprés élimination de I'acétone sous l'azote) est

fractionnée par la méthode de Folch en 3 sous-fractions: GL1, GL2, et GL3. La présence de
lipides a été confirmée par révélation a la a-cyclodextrine et aux vapeurs d'iode, et celle des
sucres a été effectuée par détection au réactif a l'orcinol sulfurique. L'analyse en CPG des
produits acétates d'alditols dérivés de la fraction glycolii)idique a permis d'identifier les

monosaccharides (Tableau V).

Tableau V. Le rapport molaire en hexoses isolées des fractions GL1, GL2 et GL3

Gal Man Glc Xyl Ara Sucres (%)
GL1 2 6 6 0 1 10,4
GL2 2 11 8 1 9 40
GL3 1 5 5 0 0 12

2.2. La fraction insoluble dans l'acétone

La poudre acétonique a été soumise a un traitement alcalin; elle a conduit aux 2
fractions B et C (Figure 21). La poudre reprise dans l'eau, a été chauffée pendant 2 h a 70°C
et le précipité, collecté par centrifugation (15 min 4 12000 g), a été solubilisé dans NaOH 0.1
M (2 h 4 60°C). Le surnageant recueilli par centrifugation (15 min 4 ISQOO 2) a été dialysé et
concentré sur unités ci'ldtraﬁltraﬁon Ultrafree ™ Millipore (seuil de jcoupure de 10 kDa). Le

rétentat est nommé fraction C et le dialysat est la fraction B.
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Mycelium de Fusarium oxysporum sp. (poudre acétonique)

Traitement alcalin

—

Fraction soluble Fraction insoluble

Ultrafiltration

I 1
Fraction B <10 kDa Fraction C >10 kDa

Figure. 21. Séparation des fractions brutes B et C d'une poudre acétonique préparée a

partir du mycelium de Fusarium oxysporum sp.

L'étude structurale préliminaire des fractions brutes B et C a conduit aux résultats
suivants:
(1) Données de 1'analyse par CPG
L'analyse a porté sur des monosaccharides triméthylsilylés, et les résultats sont

présentés dans le tableau VI.

Tableau VI. Composition centésimale et molaire en hexoses des fractions B et C.

Gal Man Glc GlcNAc | GalNAc |GIlcUA |GalUA |Sucre (%)
B 2 4 1 0.5 0.2 traces 0 12
C 2 3 1.5 0.02 0.07 traces 0 16
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(2) Données de I'analyse par "H-RMN

En vue d'élargir les données sur la structure des fractions B et C, nous avons fait des
analyses par 'H-RMN (1D) dans les conditions précisées ci-dessus (Cf. Matériels et
Meéthodes, B 9.1.1).

D'aprés la Figure 22, les spectres des fractions B et C réveélent l'existence de plusieurs
signaux anoméres dans la région 4,4 ppm 4 5,6 ppm. On observe les formes anomériques P et
o (en fonction de leur constante de couplage) pour des H-1 appartenant & des unités
carbohydrates différentes ou identiques (car les fractions analysées n'ont pas été réduites par
le NaBH,y). Le profil des spectres RMN dans la région 2,5 ppm & 0,5 ppm, montre la
complexité de l'enchainement et de la ramification. Les fractions brutes B et C présentent
donc une grande hétérogénéité avec des "contaminants” protéiques, glycoprotéiques en plus

de composants oligosaccharidiques.

Fraction B

Bulk reaion

Region des protones
anomeres

M N s 4 N . N e e s _i's alo s sl 3% aie 1.8 t.s .3 oo
.. .0 .3 a. 0 7.8 2.0 .. s s.0 . - "o -

Fraction C
Region des protones

anomeres
Bulk region

—— r v v v - v —T
M . . N : N N . <o 3.8 3.8 3.8 2.8 1.3 1.3 .3 .
'3 e'0 e.3 e.e 7.3 r.e S5 s.8 .5 .0 8

Figure 22. Spectres 'H-RMN (1D 4 500 MHz) des fractions brutes B et C solubilisées

dans l'eau lourde a 50°C.
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(3) Compeosants glycoprotéiques, et oligosaccharidiques: séparation par tamisag

moléculaire et analyse par HPLC.

Les fractions obtenues ont été analysées par chromatographie sur Bio-Gel P4 (élution
H,0, débit 15 mL h") et des détections par réfractométrie et par spectrométrie a 280 nm ont
été réalisées (Figure 23 A). Ensuite, les fractions collectées ont été analysées par HPLC sur
une colonne HW 40F/50F (50 cm x 2.5 cm) (élution NaNO; 0.1 M, débit 2 mL min’,
détection réfractométrique). Les fractions B et C ont été séparées, chacune en trois
composants selon le Tr, soit: B1 (Tr: 35 min), B2 (Tr: 43 min), B3 (Tr: 48 min) et C1 (Tr: 24
min), C2 (Tr: 31 min) et C3 (Tr: 33 min) (Figure 23 B).

Une détection a 280 nm des protéines a 1'aide du spectrophotométre Beckman DU 640,
permet de distinguer, pour la fraction B, les composants glycoprotéiques Bl et B2 du
composant oligosaccharidique B3 et pour la fraction C un composant glycoprotéique C1 des

composants oligosaccharidiques C2 et C3 .

Fraction B
‘4— 64 min

Fraction C
- 44— T70min

59 min
a - .
Refractometrie y
) Refractometrie
] .
uv uv

Temps (min) Temps (min)

Figure 23 A. Analyse chromatographique des fractions brutes B et C isolées de
Fusarium oxysporum sp.: séparation sur Bio-Gel P4; en (B) analyse HPLC sur colonne HW

40F/50F.
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Fraction B

24 min

TEMPS (min)

Fraction C

35 min

TEMPS (min)

Figure 23 B. Analyse chromatographique des fractions brutes B et C isolées de
Fusarium oxysporum sp.: analyse HPLC sur colonne HW 40F/50F.

(4) Analyse des composants glycoprotéiques

Les composants glycoprotéiques (B1, B2, Cl et C2) des fractions B et C ont été
soumis & une digestion pronasique afin de séparer les parties glycannique et protéique.
Aprés l'hydrolyse enzymatique, les protéines sont précipitées par du méthanol refroidi a (-
20°C). Le surnageant collecté par centrifugation (10 000 g pendant 10 min), séché sous
courant d'azote, est analysé sur Bio-Gel Py; la présence de sucres dans les éluats a été révélée
par le réactif & l'orcinol sulfurique.

L'analyse a conduit aux composants Bgp (7 mg) et Cgp (8,2 mg) issus des fractions B

et C respectivement. Le rendement de la digestion pronasique pour ces glycoprotéines est de
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14 % pour la fraction B et de 16,4 % pour la fraction C, ce qui confirme les résultats obtenus

par CPG (tableau V).

A lissue de ce travail d'étude structurale préliminaire et d'analyse
chromatographique portant sur des fractions brutes isolées du mycelium, nous
disposons de plusieurs fractions & tester pour leur potentiel biologique.

Ces fractions sont de nature glycoprotéique (B1, B2, C1, C2), glycopeptidique (Bgp et
Cgp) et oligosaccharidiques (B3, C3 et C4). Les données relatives aux réponses de
signalisation qu'elles induisent figurent dans ce chapitre 1: celles du paragraphe C 1.3
correspondent aux réponses en rapport avec le métabolisme phénolique, celles du paragraphe
C 3.2 et C 3.3 sont en rapport avec l'induction de glycohydrolases et d'IP respectivement.
Dans le paragraphe C 4.2 sont développées des données préliminaires sur le "burst oxydatif ".

Pour évaluer le potentiel biologique de ces fractions, nous avons recherché
I'induction des marqueurs de réactions de défense cités dans des suspensions de cellules et
de protoplastes de Rubus fruticosus L. Nous avons sélectionné les fractions actives selon les
critéres des marqueurs biologiques définis dans ce chapitre au paragraphe A 1.

On précisera:

-que nous avons recherché l'induction d'un grand nombre de marqueurs, mais nous
rapportons dans ce chapitre les résultats significatifs uniquement;

-qu'un travail approfondi d'analyse structurale développé dans le chapitre 2 a été
poursuivi & partir de fractions sélectionnées en fonction de leur potentiel biologique et/ou de

leur homogénéité, soit les fractions B1 et B3.
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C. ANALYSE DU POTENTIEL BIOLOGIQUE
DES FRACTIONS ISOLEES DU MYCELIUM DE

FUSARIUM OXYSPORUM sp.

1. Induction du métabolisme phénolique

1.1 Généralités

En réponse a une agression par des pathogenes, les végétaux disposent de moyens de
défense variés, et leur résistance a l'infection dépendra de la régulation de différentes voies
métaboliques, notamment du métabolisme phénolique. A la suite d'une agression ou par suite
d'un traitement éliciteur, les enzymes clefs de ce métabolisme (PAL, cinnamate-4-
hydroxylase, 4-coumarate-CoA-ligase...) sont activées et leur synthése de novo est induite.
A part les pathogénes et les oligosaccharides éliciteurs, de nombreux stimuli d'origine
physique (U.V., sécheresse...) déclenchent cette réponse (Dixon et Paiva, 1995).

De l'activation de ces enzymes de la voie des phénylpropanoides (Figure 24) résulte la
production de phytoalexines, de lignines et de SA, composés phénoliques impliqués a

différents niveaux dans la protection de la plante.
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OCH
Glc
OCH COOH
S o’ COCH OOCH Acide salicylique
2 H gluco-O-conjuguee
PAL
BN — > — BR8
] \A OH
L-Phe ACldé Acide Acide
t-cinnamique benzoique salicylique H
N catechol
HO COOH
Acide

p-coumarique

|

CSH / \A CAD

phytoalexines lignines
isoflavones

Figure 24. Voies de biosynthése des phytoalexines de structure isoflavonoidique, de
lignines et d'acide salicylique. phénylalanine ammoniac-lyase, (PAL); cinnamate-4-
hydroxylase, (C4H); 4-coumarate-CoA ligase, (4CL); chalcone-synthase, (CHS); chalcone-
isomerase, (CHI); 4-coumaroyl-CoA reductase, (CCR); alcool cinnamoyl-deshydrogenase,
(CAD); acide benzoique 2-hydroxylase, (BA;H).

1.2. Métabolites phénoliques

1.2.1. Phytoalexines
Les phytoalexines (Figure 25) sont des composés lipophiles antimicrobiens de faible

poids moléculaire qui sont produits par le métabolisme secondaire des plantes suite a
l'interaction avec le pathogéne et qui s'accumulent aux sites d'infection & des concentrations

qui sont inhibitrices pour le développement des champignons et des bactéries. Ces produits,
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généralement non décelables dans les plantes saines s'accumulent rapidement dans les plantes
parasitées (Grayer et Harborne, 1994).

Ces métabolites secondaires phytoalexines, sont de structure chimique trés diversifiée
et elles différent aussi par leur origine et par leur fonction. Les phytoalexines présentent des
structures extrémement variées que l'on peut répartir selon Whitehead et al. (1992) en
plusieurs groupes: les isoflavonoides, les sesquiterpénes, les polyacétylénes, les

dihydrophénanthrénes, les furanoterpénoides, les flavonoides, les coumarines...(Figure 25).

(a) (b)

HO
[o] HO

L . |
(o}
HO

Figure 25. Structure chimique des phytoalexines: (a), isoflavonoides; (b),
sesquiterpénes; (c), polyacétylénes; (d), dihydrophénanthrénes; (e), furanoterpénoides; (f),

flavonoides et (g), coumarines.
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Les trois principales voies de biosynthése (shikimate, acétate-malonate et acétate-
mévalonate) (Figure 26) qui fournissent les précurseurs des phytoalexines sont communes a
toutes les plantes, car elles sont responsables de la synthése des composés vitaux du
métabolisme primaire (Ebel., 1986). Les systémes de régulation pour la production des
métabolites secondaires sont complexes car lors de la production des phytoalexines, le flux
des métabolites primaires demeure constant mais la transcription et la traduction des ARNm
codant pour les enzymes spécifiques du métabolisme phénolique sont amplifiées.

Le shikimate est nécessaire & la biosynthese des anthraquinones et de la L-Phe. Celle-
ci est convertie, via l'acide p-coumarique, en coumarines, en isoflavonoides et stilbénes.
L'acétyl-CoA, produit par le cycle Krebs, conduit & la fois au malonyl-CoA et a l'acide
mévalonique. Le malonyl-CoA intervient dans la voie de biosynthése des dihydrocoumarins,
des polyacétylénes et des isoflavonoides, alors que l'acide mévalonique sert de précurseur

aux sesquiterpénoides, aux triterpénoides et a quelques isoflavonoides.

Phénylalanine

, Flavonoides
Pyruvate r > Isoflavonoides
1 Stilbénes

Acétylénes

Acétyl CoA 7
\ Polycétones

Malonyl CoA

Y

. Diterpénes
Mévalonate — =, Sesquiterpénes
Monoterpénes

Figure 26. Biosynthése de phytoalexines a partir des voies shikimate, acétate-malonate et

acétate-mévalonate (d'aprés Ebel, 1986).
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Les roles physiologiques des phytoalexines sont trés diversifiés car elles présentent un
trés large spectre de toxicité, en fonction de leur structure et de leur cible. Elles inhibent la
germination des spores, la croissance du tube germinatif ou la croissance radiale du
mycelium. Elles peuvent aussi détruire I'intégrité membranaire du pathogéne. Elles ont un
effet antibactérien, les bactéries gram-positives étant plus vulnérables que les bactéries gram-
négatives. En outre, leur toxicité pour les cellules animales est bien connue: chez les
mammiféres et insectes la phaséolline, la glycéolline et la médiacarpine causent la lyse des
érythrocytes de beeuf. D'autres phytoalexines, c'est le cas de l'ipoméamarone et de ses dérivés,
induisent des oedémes pulmonaires, et méme la mort de certains animaux. Le coumestrol et
des dérivés isoflavonoiques ont une activité oestrogénique, insecticide, pesticide. Le gossypol
est, lui, toxique pour les larves d'insectes mais aussi pour des mammiféres non-ruminants.

Pour neutraliser ou diminuer la toxicité des plantes le pathogéne se protége de la fagon
suivante: (i) en supprimant la biosynthése des phytoalexines par des suppresseurs (Kato et al.,
1993); (ii) en utilisant des systémes de détoxication qui transforment les phytoalexines en
produits non-toxiques en mettant en jeu des réactions de monooxygénation (époxydation,
oxydation d'hétéroatomes ou encore déalkylation) (Woggon et al., 1992), de réduction
(Hargreaves et al., 1976), d'hydratation et d'oxydation (Li et al., 1995); (iii) en développant
une tolérance, soit par exclusion de la phytoalexine de son site d'action, soit par modification
de la composition en stérols des membranes; ceci afin d'éviter le passage de la phytoalexine

dans la cellule.
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1.2.2. Lignines

Souvent dans le cas d'infection pathogénique la plante se protége par accumulation de
lignines en renforgant les parois cellulaires. Les lignines sont issus du métabolisme des
phénylpropanoides: les unités Cs-C3 issus de l'acide r-cinnamique, sont transformées en
précurseurs de lignines par des réactions dhydroxylation, de méthoxylation et de
déshydratation. L'enzyme CAD (EC 1.1.1.195) de la voie des phénylpropanoides est
considérée comme un marqueur spécifique pour la biosynthése de lignines. Elle réduit
I'aldéhyde hydroxycinnamate en alcool hydroxycinnamylique. L'expression de l'enzyme CAD
augmente en réponse au stress, au pathogene et aux blessures (Campbell et al., 1991). Par un
mécanisme oxidatif les précurseurs sont polymérisés en lignine. Dans ce mécanisme sont
impliqués les radicaux libres et les enzymes peroxydase et laccase. Les peroxydases (EC
1.11.1.7) sont des hémoprotéines dépendantes de H,O,; les laccases (EC 1.10.3.2) sont
dépendantes de l'oxygéne et contiennent 4 atomes de cuivre. Les deux enzymes sont capables
d'oxyder in vitro les précurseurs de lignines en libérant des radicaux libres.

La structure des lignines est trés variée car la nature des composants monomeéres
différe selon l'espéce végétale, et selon le stage de développement de la plante (Figure 27).
Parfois les précurseurs de type alcool p-hydroxycinnamylique, coniférylique et sinapylique
sont toxiques et instables. Par une glycosylation, 4 l'aide d'une UDP-glucose: alcool
coniféryle glucosyle transferase (EC 2.4.1.111), ils sont convertis en conjugués non toxiques

de stockage ou de transport.
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Figure 27. Précurseurs des lignines.

1.2.3. Acide salicylique
Le schéma de la figure 24 montre que la conversion de l'acide ¢-cinnamique en
SA via l'acide benzoique repose sur un mécanisme oxydatif ou non. On ne connait pas les
différentes étapes de mécanisme oxydatif, mais le processus doit avoir des analogies avec le
mécanisme de B-oxydation des acides gras. Par exemple, chez Quercus pedunculata 'acide ¢-

cinnamique est converti en acide benzoique sous l'influence a’ATP et d'acétyl-CoA (Alibert et



109
al., 1971). L'acide benzoique, forme prédominante chez les plantes saines, est transformé en
SA 34 l'aide de I'enzyme acide benzoique 2 hydroxylase (Yalpani ef al., 1993).

Le SA joue un rdle de signal endogéne qui est produit au cours de la phase de
résistance nommée SAR (Cf. Chapitre 3, A 1). Sa synthése résulte de l'activation de
séquences de transduction impliquant des EAO (Neuenschwander et al., 1995b). Il contrdle
linduction de certains génes liés a la résistance et il agit comme d'autres phénols en
protégeant les cellules contre la toxicité des radicaux libres (Léon ef al., 1995). En effet, en
inhibant la CAT, il contrdle la teneur en H,O; (Chen et al, 1993). De plus, en association
avec H,0,, il déclenche l'induction des PR-1 (PR-protéines de type 1). Son taux est contrdlé
par lactivité salicylate hydroxylase dont l'activation diminue la production de PR-1

(Neuenschwander et al., 1995a).

1.3. Résultats: identification du marqueur PAL

1.3.1. Généralités

La PAL (EC 4.3.1.5) catalyse la premiére étape de la voie des phénylpropanoides,
générant des composés phénoliques ayant des fonctions diverses. Elle est un marqueur de
défense chez les plantes car elle est impliquée dans la synthése de phytoalexines (Dixon,
1986) et dans la lignification (Wilkinson, 1992). L'enzyme est connue pour étre €licitée par
des molécules de nature chimique trés variée, comme par des oligo-, polysaccharides, des

glycoprotéines, des protéines, et des lipides (Jones, 1984).
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1.3.2. Approche méthodologique

4.106 cellules de Rubus sont incubées pendant 30 min en présence ou non de signaux
éliciteurs isolés de Fusarium oxysporum sp. Les fractions (3 & 6 pug) testées pour leur potentiel
biologique sont les fractions brutes B, C, leurs composants (Bgp, B1, B2, B3, Cgp, C2, C3)
qui ont été séparés par HPLC (Figure 23 B).

Les extraits enzymatiques PAL sont préparés a partir des cellules élicitées ou non
(cellules témoins); l'évaluation de la réponse PAL repose sur la quantification, par
spectrométrie 4 280 nm, de l'acide #-cinnamique formé aprés désamination de L-Phe, ainsi que

sur l'exploitation des courbes de cinétique (Cf. Matériels et Méthodes, B 3).

1.3.3. Réponses PAL induites par les fractions isolées de Fusarium
oXysporum sp.

L'analyse porte sur une réponse PAL initiée en 30 min dans des cellules traitées ou
non par les signaux d'origine fongique; la réponse d'élicitation est exprimée par l'activation
PAL (R), qui est le rapport de l'activité des cellules élicitées sur l'activité des cellules non
élicitées . Les résultats sont les suivants (Figure 28).

Les expériences réalisées a partir de cellules élicitées conduisent 4 une valeur R trés
élevée pour la fraction B (R = 61). On note aussi que le potentiel éliciteur des composants Bl
et B3 (R de l'ordre de 20), de la fraction glycopeptidique Bgp (R=25), ainsi que celui du

composant C2 de C avec R de 10 est important.
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Figure 28. Réponse PAL induite dans des cellules de Rubus élicitées en (A) par la
fraction B et ses dérivés: Bgp, B1, B2, B3 et en (B) par la fraction C et ses dérivés: Cgp, C2,

C3. 4.100 cellules sont incubées pendant 30 min en présence ou non de I'éliciteur (3-6 pg).
Des aliquotes (6 pg mL" de protéines) d'extraits PAL préparés a partir des cellules élicitées
ou non sont incubées pendant 30 min 4 37°C avec 2.25 mM de L-Phe. La pente (AAjg min™)
de la courbe de cinétique déduite par régression linéaire mesure l'activité PAL. La réponse
PAL est l'activation enzymatique exprimée par R qui est le rapport de l'activité dans des
cellules élicitées sur l'activité des cellules non traitées. Une valeur sur le graphe correspond au
traitement des données relatives & 4 courbes de cinétique, au moins, développées par

échantillon provenant de 3 sets indépendants d'élicitation.

2. Induction d'inhibiteurs de protéases

2.1. Généralités

Les protéases, trés répandues dans la nature, sont synthétisées sous une forme
inactive, ce qui permet de protéger la cellule, l'activation pouvant se déclencher rapidement et
4 méme avoir lieu a distance. Les sérine-protéases contiennent dans leur site actif une chaine
latérale de sérine. Parmi les plus connues, on trouve la trypsine, l'a-chymotrypsine, 1'élastase,

la thrombine et méme diverses enzymes bactériennes comme la subtilisine. Toutes les
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enzymes de cette famille sont inhibées par le di-isopropyl fluorophosphate. L'enzyme
hydrolyse une foule de substrats a faible masse moléculaire, & fonction amide ou ester, avec
une préférence pour les esters porteurs d'un cycle aromatique.

De nombreuses protéases n'utilisent pas la sérine dans leur site actif, mais préférent
d'autres sites nucléophiles. Certaines ont de la cystéine dans leur site actif, comme la papaine,
la bromélaine et les cathepsines B et L. Les différences entre sérine-protéases et thiol-
protéases ne sont pas toujours tranchées; la papaine renferme de la cystéine dans son site actif
(a la place de la sérine) ainsi qu'un groupe histidine, et elle a une grande homologie de
séquence avec la a-chymotrypsine.

Les inhibiteurs de protéases agissent comme des analogues de substrats en bloquant ,
d'une fagon compétitive et réversible, le site catalytique des protéases d'origine diverse
(Laskowski et Kato, 1980). Les mécanismes de régulation de ces inhibiteurs ne sont pas
encore clairement élucidés. Leur induction résulterait d'une synthése de novo stimulée chez
les plantes par un stress physique (Graham et al, 1986), par un éliciteur souvent
oligosaccharidique (Ryan, 1990), par des molécules "signal": acides jasmoniques ou
méthyljasmonates (Farmer et al., 1990), acide abscissique (Pena-Cortez et al., 1988) ou autre
phytohormone. Selon Pearce et al. (1991), la systémine induirait la synthése d'IP.

Les IP s'accumulent chez les plantes, dans des organites (lysosomes) ou tissus
spécifiques (endosperme). En fonction de leur spécificité d'action, ils sont classés en
inhibiteurs de sérine-, cystéine-, aspartique- et métallo-protéases. Selon la structure
tridimensionnelle et le nombre de sites actifs, ils sont regroupés en familles. Par exemple,
l'effecteur PPI-I (Potato Proteinase Inhibiteur) dont la structure tétramérique est formée de
chaines protéiques identiques inhibe l'activité trypsine alors que l'effecteur PPI-II, de structure
plus complexe, inhibe les activités trypsine et a-chymou');psine. Les inhibiteurs de sérine-

protéase de type Bowman-Birk, constitués de deux régions homologues et d'un site réactif
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inhibent l'activité trypsine, tandis que ceux de type Kunitz renfermant 2 sites actifs inhibent
les activités trypsine et a-chymotrypsine (Laskowski et Kato, 1980). Les inhibiteurs de type
sérine- et cystéine-protéases sont mieux connus que les inhibiteurs de métallo- ou aspartique-
protéases.

Les inhibiteurs de type sérine-protéase agissent sur des activités protéolytiques
d'origine diverse (Ryan, 1990). Ainsi, ces inhibiteurs sécrétés ou libérés aprés rupture de la
vacuole vont agir directement sur le pathogéne en limitant la source en acides aminés
nécessaire a son développement et/ ou a sa multiplication (Ball ez al., 1991). Ils peuvent aussi,
comme le»font les effecteurs KSTI et PPI-I/ -II, provoquer chez I'hdte une hyperactivité
protéolytique au niveau du tractus intestinal causant une sensation de satiété, ce qui peut
entrainer sa mort (Ryan, 1990). Certains inhibiteurs de sérine-protéases, sont classés parmi les
PR-protéines, quand ils sont induits paf un traitement éliciteur (Bishop et al., 1984). C'est le
cas de I'inhibiteur de sérine-protéase du groupe I (Geoffroy et al., 1990) induit chez le tabac
par le virus de la mosaique du tabac.

Les inhibiteurs de type thiol-protéase ont une localisation intracellulaire et/ou
lysosomale et sont communs & de nombreux organismes (Barrett, 1986). Ces inhibiteurs
agissent sur des protéases (endo-, exopeptidases) qui ont un role majeur dans le "turn-over" de
protéines au cours d'un stress ou d'une agression par des pathogénes (Hershko et Ciechanover,
1982). Par ailleurs, ils inhibent l'activité protéolytique de certains coléoptéres altérant ainsi

leur croissance (Liang et al., 1991).



Tableau VII. Les principales familles de différents inhibiteurs de protéases induits chez
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les végétaux (d'aprés Ryan, 1990)

Désignation Famille Spécificité Origine
PPI I sérine-protéase  chymotrypsine ~ Pomme de terre
tomate
PPI II sérine-protéase  chymotrypsine,  pomme de terre
trypsine
tomate
KSTI Kunitz sérine-protéase  trypsine soja
BBSTI Bowman- q¢iine.protéase Chymotrypsine,  soja
Birk trypsine
luzerne
Cystatine thiol-protéase ~ Papaine, riz
chymopapaine

PPI : "Potato Proteinase Inhibitor", inhibiteur de protéase de pomme de terre; KSTI: "Kunitz
Soybean proteinase Trypsin Inhibitor", inhibiteur de trypsine du soja (famille Kunitz);
BBSTI: "Bowman-Birk Soybean proteinase Trypsin Inhibitor", inhibiteur de trypsine du soja

(famille Bowman-Birk).
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2.2. Résultats: identification des marqueurs inhibiteurs de thiol-

protéase et de sérine-protéase

2.2.1. Approche méthodologique

4.100 cellules de Rubus sont incubées pendant 30 min en présence ou non de signaux
éliciteurs isolés de Fusarium oxysporum sp. Les fractions (3 4 6 pg) testées pour leur potentiel -
biologique sont les fractions brutes B, C, leurs composants (Bgp, B1, B2, B3 , Cgp, C2, C3)
qui ont été séparés par HPLC (Figure 23 B).

Des extraits IP sont préparés a partir des cellules élicitées ou non (cellules témoins).
La modulation d'une activité protéase (papaine ou a-chymotrypsine) par un extrait IP est
suivie par spectrométrie a8 410 nm dans un milieu réactionnel qui renferme la protéase et son
substrat en présence ou non d'extrait IP; la teneur en protéines de cet extrait IP est de 1 pg
mL! protéine ou elle varie de 0 22 pg mL™!.

L'exploitation des courbes de cinétique permet d'évaluer une réponse IP qui est
l'activité inhibiteur de protéase d'un extrait IP isolé de cellules traitées par un é€liciteur donné;
cette activité est exprimée en % de l'activité protéase de contrdle (soit l'activité protéase en
l'absence d'effecteur) (Cf. Matériels et Méthodes, B 4).

Ci-dessous, nous rapportons les données relatives aux protéases papaine ou o-
chymotrypsine. Nous avons aussi testé la modulation des activités trypsine et subtilisine par
des inhibiteurs de protéases extraits des cellules élicitées par les fractions B, Bgp, B1, B2, B3,

C, Cgp, C2, C3, mais les résultats ne sont pas significatifs.
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2.2.2. Réponse inhibiteur de papaine ou de a-chymotrypsine induite

par les fractions isolées de Fusarium oxysporum sp.

Dans la figure 29, on a présenté la modulation de protéases par une concentration en
en effecteur (extrait IP ) équivalente & 1 pg mL™! protéine provenant de cellules élicitées par
les fractions fongiques. Les conditions expérimentales n'étaient pas limitantes dans la mesure
ou l'on a vérifié que 'effet inhibiteur augmente linéairement avec la concentration de I'extrait
IP utilisé (variant de 0 4 2 pg mL™ protéine).

En ce qui concerne la modulation de la papaine (thiol- protéase) les résultats sont les
suivants (Figure 29 A): certains effecteurs provenant de cellules élicitées par les signaux B et
Bgp sont inhibiteurs, soit pour B et Bgp précisément une inhibition évaluée 3 7 % et 12.6 %
respectivement. Par contre, les effecteurs isolés des cellules non traitées ou des cellules
élicitées par B1 sont activateurs comme le sont ceux isolés des cellules élicitées par C et ses
composantes (C2, C3) (activation de l'ordre de 3 % et 8 % respectivement).

En ce qui concerne la modulation de I'activité a-chymotrypsine les résultats sont les
suivants (Figure 29 B): les effecteurs isolés de cellules élicitées par les composants de B (B1,
B2, B3) et de C (C2, C3) sont inhibiteurs, avec des valeurs d'inhibition de l'ordre de 11-21 %
pour les premiers ou de 4-6 % pour les seconds. Par contre, l'effecteur'isolé des cellules de
contrdle ou des cellules élicitées par Bgp, B et C ne sont pas actifs, et I'effecteur des cellules

traitées par le glycopeptide Cgp est activateur (7 %).
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Figure 29. Modulation de l'activité papaine en (A) et de l'activité a-chymotrypsine en
(B) par des effecteurs IP isolés de cellules €licitées par les fractions B, Bgp, B1, B2, B3, C,
Cgp, C2, C3 ou isolés de cellules non élicitées (T). 4.106 cellules de Rubus sont incubées
pendant 30 min en présence ou non de l'éliciteur (3-6 pg), et les effecteurs IP sont extraits. La
modulation de l'activité protéasé en présence ou non d'un effecteur (1ug mL™ équivalent de
protéines) est exprimée en % du contrdle (soit l'activité protéase en l'absence d'effecteur). La
vitesse de la réaction enzymatique (AA4jomin™) a été calculée & partir de la pente de la courbe
déduite par régression linéaire. Une valeur sur le graphe correspond au traitement des données
relatives 4 4 courbes de cinétique, au moins, développées par échantillon provenant de 3 sets

indépendants d'élicitation.

3. Induction de D-glycohydrolases

3.1. Généralités
Les glycohydrolases ou glycoside-hydrolases (EC 3.2.1.x) catalysent I'hydrolyse des
liaisons O-glycosidiques, elles provoquent la coupure de la liaison C-O entre un sucre et un
aglycone, qui est un autre sucre ’dans la plupart des substrats naturels. Certaines

glycohydrolases sont également capables d'hydrolyser les liaisons C-S, comme par exemple la

B-thioglucosidase (Botti et al., 1995). De méme, les liaisons C-F sont hydrolysées, entre
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autres, par les B-amylases, les cellulases et les lichénases, les enzymes responsables

respectivement de la dégradation de l'amidon, de la cellulose et des B-glucanes mixtes

(Genghof et al., 1978; Shoda et al., 1993).

L'hydrolyse se déroule selon deux mécanismes qui conduisent soit & la rétention, soit &

l'inversion de la configuration du carbone anomérique (Figure 30).
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Figure 30. Les mécanismes moléculaires de I'hydrolyse enzymatique des liaisons

glycosidiques avec rétention (en A) ou inversion (en B) de configuration.

On constate une grande diversité parmi les glycosylhydrolases car les hydrates de

carbone naturels possédent des structures chimiques et physiques extrémement variées. De

plus, ils jouent un rdle trés important comme molécules signal, et sont ainsi les premiers
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médiateurs dans les interactions cellule-cellule. Ils ont des réles centraux dans divers
processus biologiques, comme la structuration des organismes, le stockage des réserve.

En conséquence, l'hydrolyse sélective des liaisons glycosidiques est essentielle au
cours de croissance, de la dégradation des parois cellulaires ou au cours des interactions
plante-pathogéne. Dans ce cas, les substrats des enzymes (amylases, galacturonases,
chitinases, glucanases, laminarinases... ) sont impliqués dans la défense de la plante contre le
pathogéne et/ou dans la production de signaux endogenes a fonction élicitrice; les produits de
dégradation des pectines, de la chitine en sont des exemples.

Parmi les glycohydrolases on distingue des enzymes intervenant dans la défense des
plante; c'est le cas des (1,3)-B-D-glucosylhydrolases associées aux PR-protéines, et des
galacturonases fongiques. D'autres glycohydrolases, comme les amylases, les (1,4)-B-D-
glucanases contrdlent la croissance et/ou la différenciation cellulaire. Cependant, on doit
remarquer que les fonctions physiologiqueé sont, en réalité, moins tranchées. Parmi les
glycohydrolases, on trouve:

(i) des (1,3)-B-D-glucanases, hydrolases "acides" ou "basiques" de localisation
extracellulaire ou intracellulaire (Kauffmann et al, 1987 ; Keefe er al., 1990). Elles sont
classées en plusieurs groupes selon Stintzi et al. (1993). Le rdle de ces protéines dans la
défense de la plante repose sur leur capacité & lyser les parois des pathogénes riches en B-D-
(1-3) glucanes. Cependant, cette activité enzymatique, comme celle d'ailleurs d'autres PR-
protéines, n'est pas seulement impliquée dans la défense des plantes. En effet, des (1,3)-B-D-
glucanases sont induites au cours de la germination, du développement des bourgeons floraux
(Neale et al., 1990) ou de la fructification. Ces réponses sont alors sous dépendance
hormonale (auxines, cytokinines en général, acide abscissique en particulier);

(ii) des chitinases, classées PR-P et PR-Q du groupe 2 selon Stintzi et al. (1993), ont

une activité de type endohydrolase générant des chito-oligosaccharides de 2 a 6 unités de N-
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acétylglucosamine & partir de la chitine, polymére abondant dans la paroi des champignons et
dans la cuticule des arthropodes (Collinge et al., 1993);

(iii) des amylases (o, EC 3.2.1.1 ou B, EC 3.2.1.2) qui sont synthétisées dans le
scutellum des graines Elles gagnent l'albumen, en particulier la couche & aleurone, sous
contrble des phytohormones acides abscissique et gibbérellique (Jacobsen et Beach, 1985).
Elles dégradent 1'amidon pour libérer des oligomeéres (Beck et Ziegler, 1989) utilisés au cours
du développement de I'embryon. Par ailleurs, l'activité a-amylase peut étre contrdlée par des
inhibiteurs capables d'interagir avec son site catalytique (Gvozdeva et al., 1994). Dans ce cas
I'inhibiteur est bifonctionnel, le plus connu est celui, isolé des graines de blé, qui inhibe a la
fois l'activité o-amylase et la subtilisine et dont l'activité est dépendante d'H,0, et des
groupements SH (Buonocore et al., 1977). Les inhibiteurs de I'a amylase peuvent présenter
des homologies de séquences avec les inhibiteurs de protéases appartenant aux familles de
type Kunitz ou Bowman-Birk. (Cf. Chapitre 1, C 2). Les inhibiteurs bifonctionnels ont un réle
physiologique prépondérant en période de dormance car ils protégent le caryopse contre des
activités amylolytiques et protéolytiques (Garcia-Olmedo et al, 1987);(iv) des o-D-
galacturonases (endo (1,4) o-D-polygalacturonase; EC 2.3.1.15)) qui sont des enzymes
pectinolytiques. Elles hydrolysent la paroi primaire de plantes renfermant des polyméres
constitutifs comme l'acide polygalacturonique, des arabinogalacturonanes, des
rhamnogalacturonanes et contribuent ainsi 4 donner a la paroi une plasticité, ce qui facilite les
remaniements ultrastructuraux au cours de la croissance des tubes polliniques, ou au cours de
la fructification (Huber, 1983, Filippini et al., 1992).

Par ailleurs, 'activité (1,4)-a-D-galacturonase intervient dans la défense des plantes
(Coté et Hahn, 1994): les produits d'hydrolyse de l'acide polygalacturonique, des oligoméres

de DP de 10 a 15, sont, en effet, des signaux déclenchant chez I'hdte parasité la production
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d'inhibiteurs de protéase (Bishop et al., 1984), ou de phytoalexines (Walker-Simmons et al.,
1983).

Cette activité est modulée par des inhibiteurs, les "PolyGalacturonases-Inhibiting
Proteins" des anglo-saxons. Ces inhibiteurs, PGIP associés aux parois cellulaires des
Dicotylédones interviennent dans la résistance des plantes aux pathogénes en limitant
I'hydrolyse des pectines. L'activation des génes spécifiques est induite par un stress (blessure,
pathogéne) et par l'éliciteur oligogalacturonate. Par exemple, les cellules de Phaseolus
vulgaris L. augmentent l'accumulation d'ARNm codant pour des PGIP en réponse & des
blessures, aux oligogalacturonanes et au champignon Colletotrichum lindemuthianum
(Bergmann et al., 1994). Les PGIP ont dans leur structure des domaines riches en leucine, ce

qui facilite I'interaction protéine-protéine (Stotz et al., 1994).

3.2. Résultats: identification du marqueur (1,4)-o-D-

galacturonase

3.2.1. Approche méthodologique.

4.106 cellules de Rubus sont incubées pendant 30 min en présence ou non de signaux
éliciteurs isolés de Fusarium oxysporum sp. Les fractions (3 a 6 pg) testées pour leur potentiel
biologique sont les fractions brutes B, C, leurs composants (Bgp, B1, B2, B3, Cgp, C2, C3)
qui ont été séparés par HPLC (Figure 23 B).

Des extraits enzymatiques (1,4)-a-D-galacturonase ont été préparés a partir des
cellules élicitées ou non élicitées (cellules témoins). L'activité (1,4)-a-D-galacturonase est

dosée a l'aide de I’acide polygalacturonique comme substrat, en présence ou non d'un extrait
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IP (équivalent 4 1 pg mL™" protéine) provenant de cellules élicitées; les extraits IP utilisés sont
ceux dont les caractéristiques sont rapportées ci-dessus.

L'analyse des courbes de cinétique permet d'évaluer la réponse d'élicitation par le
rapport (R); R est le rapport de l'activité enzymatique dans des cellules élicitées (dosée en
présence ou non d'un extrait IP) sur I'activité dans des cellules non traitées (dosée en l'absence
d'un extrait IP) (Cf. Matériels et Méthodes, B 5).

Ci-dessous, les données relatives a l'activité (1,4)-a-D-galacturonase sont rapportées.
Nous avons testé aussi des marqueurs de défense ou de croissance type laminarinase ou a-

amylase mais les résultats ne sont pas significatifs.

3.2.2. Réponse (1,4)-a-D-galacturonase: induction par les fractions
fongiques isolées de Fusarium oxysporum sp. et modulation par
des inhibiteurs de protéases

Dans un premier temps la réponse (1,4)-a-D-galacturonase a été évaluée in vitro en
l'absence d'effecteur (Figure 31 A). Ensuite, la modulation des réponses par un IP a été
abordée en évaluant in vitro l'activité (1,4)-a-D-galacturonase en présence d'un inhibiteur d'a-
chymotrypsine induit par B1 (Figure 31 B ) ou de papaine induit par Bgp (Figure 31 C).

La figure 31 A montre que les signaux B et ses composants n'élicitent pas d'activité
(1,4)-a-D-galacturonase, i l'exception d'une faible réponse R de 1,1 et 1,25 induite par la
fraction B et par son composant B1 respectivement. Les composants de la fraction C induisent
des activations de l'ordre de 1,2 avec un maximun pour le glycopeptide Cgp (R de 1,3).

Les activités (1,4)-a-D-galacturonase induites peuvent-étre modulées en ajoutant dans
le milieu réactionnel, soit I'inhibiteur de papaine provenant de cellules élicitées par Bl (Figure

31 B), soit l'inhibiteur de a-chymotrypsine provenant de cellules élicitées par (Figure 31 C).
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Les signaux fongiques isolés de Fusarium oxysporum sp. ne sont donc pas de bons
éliciteurs d'activité (1,4)-o-D-galacturonase mais certains comme Bl et Bgp révélent la
capacité d'induire des inhibiteurs de protéase qui eux amplifient la réponse galacturonase.
L'intensité de cette amplification dépend non pas de la nature de I'effecteur qui peut inhiber ou
activer l'activité enzymatique, mais de son origine donc de la structure chimique du signal

éliciteur.

D'apres les données de la figure 31, on observe:

(i) que l'enzyme (1,4)-a-D-galacturonase isolée des cellules traitées par B1 est activée
par I'inhibiteur de papaine (R de 2) ou par l'inhibiteur de a-chymotrypsine (R de 1,6) ;

(ii) que toutes les enzymes isolées des cellules élicitées par les composants de la
fraction C sont activées (R de 2,8) en présence d'un inhibiteur a-chymotrypsine ou papaine ou
, les réponses les plus importantes sont celles des enzymes élicitées par C2 (R de 3,07) et par
C3(Rde3,67);

(iii) que les enzymes isolées des cellules élicitées par Bgp, Cgp et C3 sont activées par
l'inhibiteur de papaine (R de 1,5, 2,9 et 3,67 respectivement);

(iv) que les enzymes isolées des cellules élicitées par B2 et C sont activées par

l'inhibiteur de a-chymotrypsine (R de 2 et 1,84 respectivement).
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Figure 31. Activit¢ (1,4)-o-D-galacturonase: réponse d'élicitation en (A) et
modulation de l'activité enzymatique par un inhibiteur d'a-chymotrypsine en (B) ou par un
inhibiteur de papaine en (C) induit par un traitement éliciteur. 4.106 cellules de Rubus sont
incubées pendant 30 min en présence ou non de I'éliciteur (3-6 pg); les signaux utilisés sont
les fractions B, C et leur dérivés: Bgp, Bl, B2, B3, et Cgp, C2 et C3. Des extraits
enzymatiques (1,4)-o-D-galacturonase et des effecteurs IP sont préparés. Les extraits (1,4)-a-
D-galacturonase (équivalent 2 20 pg mL™” de protéines) des cellules élicitées ou non sont
incubés pendant un temps variable (1 h 4 4 h) 4 40°C avec |' acide polygalacturonique (30
ng), en présence ou non d'un effecteur de protéase (équivalent a 1 pg mL! de protéines). Les
effecteurs IP utilisés sont l'inhibiteur d'a-chymotrypsine isolé de cellules élicitées par B1 (3-6
ug) et l'inhibiteur de papaine isolé de cellules élicitées par Bgp (3-6 pg). La vitesse de la
réaction enzymatique (AAsgomin™) a été calculée a partir de la pente de la courbe de cinétique
déduite par régression linéaire. La réponse (1,4)-a-D-galacturonase est exprimée par R, qui
est le rapport de l'activité (quantifiée en présence ou non d'un inhibiteur de protéase) dans les

cellules élicitées sur l'activité dans les cellules non traitées (quantifiée en l'absence d'un
effecteur de protéase). Une valeur sur un graphe correspond au traitement des données
relatives & 4 courbes de cinétique, au moins, développées par échantillon provenant de 2 sets

indépendants.
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4. INDUCTION DE REPONSES PRECOCES

4.1. Généralités

Nous avons noté que l'induction d'une réponse PAL ou inhibiteur de protéase ou (1,4)-
a-galacturonase étaient induites aprés 30 min de traitement éliciteur. On peut détecter des
réponses encore plus précocement: la production d'EAO, la détection de mouvements
ioniques & travers le plasmalemme en sont des exemples car elles sont initialisées aprés 1 a 2
minutes de traitement.

En effet, la plante réagit trés t6t 4 la tentative d'invasion parasitaire ou a un éliciteur.
Parmi les réponses précoces, on peut citer, pour exemples, des échanges ioniques (intrusion
dans la cellule d'ions Ca **, extrusion de K* etc... ), l'induction d'oxido-réductases, de
peroxydases générant des EAO, l'activation de protéine kinases et/ou de phosphatases etc. Ces
réponses qui amplifient de cascades de transduction initient rapidement des mécanismes de
défense (renforcement des parois cellulaires, production de PR-protéines, déclenchement des
réponses d'hypersensibilité précédant I'acquisition d'une immunité ou d'une résistance).

Dans ce chapitre, nous avons effectué une analyse préliminaire des réponses précoces.

L'analyse plus détaillée de marqueurs comme la génération d'anion superoxyde et
d'hydrogéne peroxyde, comme des changements de la consommation d'oxygéne, sera

réalisée (Cf. Chapitre 3 B).

4.2. Résultats préliminaires

Notre objectif était de sélectionner des fractions isolées de Fusarium oxysporum sp.
capables d'induire des réactions précoces dans des suspensiornis de cellules ou de protoplastes
du Rubus. Dans une premiére étape, nous avons retenu comme marqueurs de réactions

précoces, le changement de pH et la consommation en oxygene.
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Les fractions brutes B, C et leurs composants (Bgp, B1, B2, B3, Cgp, C2 ,C3) (Figure

23 B), ont été utilisés comme signaux éliciteurs pour cette expérimentation préliminaire.

4.2.1. Changement de pH induit par un traitement éliciteur

L'alcalinisation ou l'acidification de suspensions de cellules ou de protoplastes
élicité(e)s ou non a été est suivie a la température ambiante & l'aide d'un pH metre WTW 500
de laboratoire.

La figure 32 réveéle que l'application de l'éliciteur résulte en l'alcalinisation des
suspensions cellulaires: la fraction B induit une augmentation du pH de l'ordre de 0,6 unités
en 20 minutes. La fraction glycopeptidique B1 et celle oligosaccharidique B3 ont un effet
similaire (non représenté). Une variation du pH trés faible est induite par la fraction B et ses

composants B1, B2 et B3 (non représenté).
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Figure 32. Alcalinisation des suspensions cellulaires élicitées ou non par les fractions

brutes B et C isolées de Fusarium oxysporum sp. 4.100 cellules de Rubus sont incubées en
I'absence (courbe a) ou en présence de 'éliciteur (3-6ug): fraction B (courbe b) et fraction C
(courbe c), et les variations de pH sont enregistrées. Une valeur sur le graphe correspond 4 la
moyenne des points provenant de 4 courbes développées par échantillon provenant de 3 sets

indépendants d'élicitation.
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4.2.2. Modification de consommation en O, induite par un traitement
éliciteur.

La variation de consommation en O; des cellules de contrdle (courbe a) ou élicitées
par la fraction B ou C (courbe b ou ¢) a été suivie a I'abri de la lumiére et & la température
ambiante 4 l'aide d'une électrode de Clark (Figure 33). |

On a observé que la consommation en O, est de 1,5 nmoles O, min" pour des
suspensions de cellules non traitées alors qu'elle est de l'ordre de 5 nmoles O, min™ ou de 2

nmoles O, min™ pour des cellules élicitées par la fraction B ou C.
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Figure 33. Consommation en O, des suspensions cellulaires élicitées par les fractions

brutes B et C. 4.100 cellules de Rubus sont incubées en l'absence (courbe a) ou en présence de
1'éliciteur (3-6pg): fraction B (courbe b) et fraction C (courbe c), et la teneur en oxygéne est
suivie au cours du temps dans 'électrode de Clark. Une valeur sur le graphe correspond au
traitement des données relatives a 4 courbes de cinétique développées par échantillon
provenant de 3 sets indépendants d'élicitation. La teneur initiale en oxygéne du milieu

correspond & 240 nmoles.
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D. DISCUSSION

Pour aborder ce travail, nous avons tenu compte que les champignons du genre
Fusarium induisaient des maladies graves chez les végétaux. Donc dans le cadre d'une
thématique interaction plante-pathogéne, en sachant que le mycelium est le premier
composant de I'interaction avec 'h6te, nous avons cherché a isoler des molécules "signal" de
Fusarium oxysporum sp.

Les premiers résultats d'analyse de fractions fongiques isolées a conduit 2
Iidentification de structures de nature glycoprotéique, glycopeptidique et oligo
saccharidique. L'analyse préliminaire de la partie glucidique de la fraction Bl a mis en
évidence des résidus Gal, Man, Glc, GlcNAc, GalNAc, GIcUA et GalUA. L'existence de ces
unités avait été signalée antérieurement chez d'autres souches de Fusarium (Bruneteau ef al.,
1992; Barbosa et Kemmelmeier, 1993; Iwahara et al., 1992; Jikibara et al., 1992a).

Les fractions B ou C ou leurs composants isolée(e)s (Figure 23A) ont été utilisé(e)s
comme éliciteurs (dose: 3-6 ug; durée: 30 min) dans des suspensions de cellules de ronce.
Notre travail préliminaire d'analyse du potentiel biologique de ces fractions permet de retenir
que certaines fractions élicitent 1'enzyme PAL (Figure 28 A et B), un inhibiteur de papaine
(Figure 29A) ou un inhibiteur d' a-chymotrypsine (Figure 28B) ainsi que la génération
d'EAO (Figure 33). En outre, un IP induit peut amplifier l'activité (1,4)- a-D-
galacturonase de cellules élicitées.

On rappelle que de nombreux signaux oligosaccharidiques d'origine fongique ont été
étudiés pour leur capacité a induire des réponses rapides d'hypersensibilité aboutissant a des
nécroses ou a I'induction d'éthyléne, a la synthése de phytoalexines résultant d'une induction
de PAL, A la synthése de PR-protéines (glycohydrolases, IP), ou & la production d'EAO.

Parfois, le pouvoir éliciteur a été relié & des signaux peptidiques (Parker et al., 1991); dans
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d'autres cas, l'activité élicitrice a été supprimée aprés déglycosylation d'une protéine (Basse et
Boller, 1992).

En ce qui concerne Fusarium, il est connu pour induire des réponses de défense, mais
aucun éliciteur, oligosaccharidique ou glycoprotéique n'a pas été identifié. Nous avons mis en
évidence que le traitement de cellules par des fractions isolées de Fusarium oxysporum
sp. initie, en quelques minutes, des réponses physiologiques impliquées dans les
mécanismes de défense des végétaux. Ces réactions physiologiques se traduisent par
l'activation d'enzymes (glycohydrolases, PAL), par l'induction d'IP et par la production dEAO

Les recherches réalisées sur des signaux éliciteurs (Cf. Chapitre 1, A 2), sur des
oligosaccharines en particulier, ont montré qu'il existe une relation étroite entre la structure
chimique d'un éliciteur et son activité biologique (C6té et Hahn, 1994). En plus, le degré de
polymérisation, la substitution et la charge moléculaire (conditionnant la structure
tridimensionnelle) de la chalne glycosidique contrdlent la spécificité des réponses d'élicitation
(Aldington et Fry, 1993). Ainsi, parmi une centaine d'oligomeéres B-D-glucosides extraits par
hydrolyse acide partielle des parois de Phytophthora megasperma, seuls les oligoméres de DP
inférieur & 9 possédent une activité élicitrice de phytoalexines (Cheong et al., 1991). Les
oligomeéres de chitine (DP supérieur & 4) induisent des inhibiteurs de protéase (Walker-
Simmons et al., 1983) alors que des oligomeéres de chitosane (DP supérieur a 7) induisent la
formation de phytoalexines (Hadwiger et al., 1994). Des oligoméres d'acide a-D-(1—>4)
galacturonique isolés de parois végétales (DP compris entre 10 et 14) induisent la formation
de fleurs (Marfa et al., 1991) ou inhibent le développement des racines (Bellincampi et al.,
1993) tandis que des oligoméres (DP supérieur a 3) élicitent des activités (1,3)-B-D-
glucanases (Davis et Hahlbrock, 1987). Par ailleurs, Moloshok et al. (1992) ont montré que

les acides di, trigalacturoniques ont la capacité d'induire la synthése d'IP chez la tomate.
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Les fractions isolées de Fusarium oxysporum sp. analysées comme signaux éliciteurs
dans des suspensions cellulaires montrent aussi une spécificité quant a l'induction de réactions
de défense.

Chez Rubus, la fraction B et ses composants Bl et B3 sont inducteurs d'une
activité PAL précoce. L'augmentation de l'activation d'un facteur 60 en 30 min de traitement
par le signal B est une réponse remarquablement élevée. La PAL et probablement d'autres
activités enzymatiques plus en aval dans la voie de biosynthése des phénylpropanoides
peuvent &tre élicitées. D'autres analyses sur la réponse PAL et les produits réactionnels ont été
réalisées (Cf. Chapitre 3, C 3.2).

La PAL est impliquée dans la synthése de phytoalexines (Dixon, 1986) et de lignines
(Wilkinson et Butt, 1992), elle est un marqueur de réactions de défense chez les plantes, et
elle est connue pour étre stimulée par des molécules élicitrices de nature chimique variée:
oligo-, polysaccharides, glycoprotéines, protéines, lipides (Jones, 1984).

Le fait qu'une agression par des pathogénes ou qu'un traitement éliciteur induise
l'accumulation de divers acides phénoliques a déja été rapporté (Rasmussen et al., 1991 ;
Funk et Brodelius, 1992) et l'organisation en complexe de ces enzymes a été retenue
(Hrazdina et Jensen, 1992). Cette organisation spatiale permettrait une régulation trés fine des
activités en fonction de stimuli extérieurs (signaux éliciteurs, lumiére...) ou endogénes
(hormone, protéines régulatrices...) (Stafford, 1981).

Chez Rubus, les composants de la fraction B (B1 et Bgp) élicitent en 30 min un
inhibiteur de protéase (a-chymotrypsine ou papaine). L'inhibition de lactivité o-
chymotrypsine observée a partir de I'échantillon provenant de cellules élicitées par Bl est trés
élevée car elle est de I'ordre de 21 % de l'activité de contrdle. Quant & l'inhibition d'activité

papaine, elle est de l'ordre de 12,6 % pour des échantillons provenant de cellules élicitées par

Bgp.
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On rappelle qu'en réponse a4 une agression par des pathogénes, les plantes peuvent
réagir en produisant des PR-protéines. Parmi ces protéines se trouvent des IP et des B-D-
glycanases. L'induction d'inhibiteurs de sérine-protéase a été signalée en réponse & des
éliciteurs (oligosaccharide (Doares et al., 1995), polypeptidique (Pearce et al., 1991)) ou a des
hormones ou & des molécules a fonction hormonale comme 1'éthyléne (Margossian et al.,
1988). De méme, des stimuli physiques (rayonnement U.V., blessures) sont connus pour
induire la synthése ces inhibiteurs (Linthorst et al., 1993). Des pathogénes (Phytophthora
infestans, Colletotrichum lindemuthianum) peuvent stimuler la synthése des IP chez une
grande variété de mono- et dicotylédones (Ryan, 1992). Sur la base de données relatives a la
fonction physiologique des inhibiteurs de thiol-pfotéases (Kondo et al., 1990), l'implication de
cet effecteur dans le contrdle de la différenciation cellulaire est aussi a retenir.

Un IP est induit rapidement par I'éliciteur fongique B1 et Bgp, ce qui suggére que cette
induction reléverait d'événements post-transcriptionnels. Cependant, des modifications
transcriptionnelles conduisant & la synthése de novo des IP ayant été rapportées le plus
souvent (Moloshok et al., 1992), il est possible que la réponse observée chez Rubus précéde
une autre réponse plus tardive. Une étude de cinétique couplée a l'utilisation d'inhibiteurs de
transcription devrait apporter des renseignements sur les modalités d'expression de cette
deuxiéme réponse physiologique.

Parmi des o/p-D-glycanases (chitinases, laminarinase, o/p-amylase, (1,4)-o-D-
galacturonase...) testées, nous avons retenu que seule I'activité (1,4)-a-D-galacturonase est
élicitée par la fraction C et des composants C3 et C4. Cette réponse présente la
caractéristique d'étre modulable par un inhibiteur de protéase induit par un signal
fongique.

Les D-glycanases (polygalacturonases, glucanases, eic) activées par l'invasion d'un

pathogéne hydrolysent les parois des pathogénes en limitant leur progression dans la plante.
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On soulignera que des activités (1,4)-a-D-polygalacturonase sont également induites au cours
de la fructification et de la maéturation des fruits (Darvill et al.,1992), donc l'enzyme est
impliquées dans des réactions de défense des végétaux ainsi qu'au cours de la différenciation
cellulaire.

Les faibles intensités des réponses observées dans notre modele expérimental peuvent
s'expliquer par le fait que le produit fongique n'est pas pur, mais aussi parce qu'une régulation
de cette activité se produirait, sous dépendance d'un IP. L'utilisation d'IP élicités a conduit, en
effet, 4 des activations (1,4)-a-D-polygalacturonase élevées (R de l'ordre de 2). L'intensité de
cette amplification dépend, non pas de la nature de l'effecteur qui peut inhiber ou activer
l'activité enzymatique, mais de son origine donc de la nature du signal.

En ce qui concerne des réponses précoces analysées (flux ionique, polarisation du
plasmalemme...) générées au cours d'interaction plante-pathogéne on s'est limité dans ce
chapitre a rapporter leur déclenchement par la fraction B. Le fait que la consommation en
oxygéne des cellules soit fortement altérée par un signal a incité & focaliser notre intérét sur

I'induction d'un "burst oxydatif"; ce travail a été développé dans le chapitre 3.
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CHAPITRE 2

IDENTIFICATION DE MOLECULES

BIOLOGIQUEMENT ACTIVES
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A. Caractérisation des glucides

1. Généralités

Les glucides offrent une grande variété de structures par les isoméries de liaisons entre
les monosaccharides (un trisaccharide offre 1056 combinaisons possibles, tandis que 3
aminoacides offrent seulement 6 combinaisons possibles). Ils peuvent exister sous une forme
d'oligo- et/ou de polymeres ou de glycoconjugués (glycoprotéines, glycolipides) (Cf. Chapitre
1,A2).

La famille des glycoconjugues provient de réactions de glycosylation catalysées par
des glycosyltransférases qui consistent dans le transfert d'un monosaccharide (ou d'un
glycanne) sur un accepteur. Dans le cas particulier des glycoprotéines, la glycosylation
représente une des plus importantes modifications post-traductionnelles ‘de protéines. La
partie glucidique, appelée glycanne, est liée & la partie protéique par des liaisons N- ou O-
glycosidiques (Tableau VIII).

La structure glycannique peut venir modifier la conformation spatiale et par la méme
moduler I'activité de sont accepteur. Le glycanne contient des informations supplémentaires
modulant la fonction biologique ou déterminant la durée de vie de la molécule acceptrice ou

sa destinée.
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Tableau VIII. Liaisons glucide-peptide existant dans les glycoprotéines

Type Aminoacide Monosaccharide
glycosylprotéines
N-glycoprotéines
Asn B-D-GlcNAc
Asn B-D-GlcNAc
Asn o/B-D-Glc
Asn L-Rha
O-glycosylprotéines
Type mucine Ser/Thr o-D-GalNAc
Type intracellulaire Ser/Thr B-D-GlcNAc
Type levures Ser/Thr o-D-Man
Tissus de rat Ser/Thr o-L-Fuc
Type protéoglycanne Ser B-D-Xyl
Type collagéne Ser o-D-Gal
Type facteur IX Ser B-D-Glc
Type collagéne 'HO-Lys B-D-Gal
Type extensine HO-Pro B-L-Araf
Type algue HO-Pro B-D-Gal
Type glycogénine Tyr a-D-Gle
Type S-layer Tyr B-D-Glc
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Les N- et O-glycannes présentent plusieurs roles biologiques: (i) ils stabilisent la
structure conformationnelle des protéines, pendant et aprés leurs biosynthése, par des
interactions glycanne-glycanne ou glycanne-protéine, (ii) ils contrélent la protéolyse de pré-
pro-protéines dans des formes actives, (iii) ils protégent les protéines contre les enzymes
protéolytiques, (iv) ils masquent les épitopes peptidiques modulant ainsi la reconnaissance des
protéines virales par le systtme immunitaire, (v) ils contrblent le temps de vie des
glycoprotéines et des cellules circulantes, (vi) ils sont des récepteurs de micro-organismes:
virus, champignons, bactéries, (vii) ils sont impliqués dans la reconnaissance et dans
I'adhésion cellulaire, (viii) ils induisent plusieurs maladies, appelé glycoprotéinoses" dans le

cas de déficit en enzymes lysosomiques du catabolisme.

2. Identification des glucides

2.1. Généralités

En tenant compte de la grande diversité des roles et des implications des sucres dans la
plupart de métabolismes, l'identification structurale est importante. Un "schéma" général pour
I'identification structurale des sucres montre la nécessité d'établir:

(i) I'identité et le nombre des constituants monosaccharidiques;
(ii) la séquence des monosaccharides, incluant la position des liaisons glycosidiques;
(iii) le type et le nombre de substituants non-glucidiques;

Une gamme trés variée des méthodes nous permet résoudre ces problémes de structure
en plusieurs temps
- libération et isolation de la partie glucidique par des méthodes chimiques et/ou
enzymatiques, de la partie protéique ou lipidique.

- analyse par des méthodes physiques et chimiques de la structure primaire des glycannes.
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2.2. Libération de la partie glycosidique

2.2.1. Les N-glycannes

La libération des chaines N-glycanniques conjuguées a des résidus d'asparagine peut
se réaliser par des méthodes enzymatiques, a l'aide de I'enzyme peptide(N-(N-acétyle-B-D-
glucosamine)) asparagine amidase (PNGase) et par des méthodes chimiques, 4 l'aide de
I'hydrazine anhydre. Par cette technique chimique, vla liaison acétamid et glycosylamine
(Figure 34A) sont coupées. En reste cette technique chimique est trés délicate car: (i) elle
induit des modification sur la N-acéthylglucosamine terminale augmentant 'hétérogénéité de
la molécule, (ii) elle libére aussi les chaines de O-glycannes, (iii) elle élimine des substituant
non-glucidique comme les groupement acétyles de la N-acéthylglucosamine et de I'acide N-
acéthylneuraminique. En général, si la méthode est appliquée dans des conditions rigoureuses
et adaptées pour chaque type de glycoprotéines, les désavantages, ci-dessus mentionnés, sont

beaucoup diminués.

2.2.2. Les O-glycannes

- La liaison glycosidique est parfaitement stable en milieu alcalin, sauf dans le cas ou
l'aglycone présente des caractéristiques structurales qui labilisent cette liaison glycosidique.
Dans les glycoprotéines, ce cas se rencontre lorsque la liaison glycosidique est en position 3
d'un carbonyl d'une liaison amide ou ester: la B-élimination a lieu pour les liaisons O-
glycosidiques entre un sucre et un B-hydroxy-amino-acide tel que la sérine ou la thréonine, en
milieu légérement basique. Il s'agit d'une réaction catalytique qui ne consomme pas d'ions

HO" (Figure 34B).
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Figure 34. Mécanisme général en (A) de l'hydrazinolyse, et en (B) de la B-élimination.

R, aminoacide; R, glycanne.
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2.3. Analyse structurale des glycannes

L'analyse structurale des glycannes nécessite l'application d'un ensemble trés complexe
des techniques chimiques (chromatographie en phase gezeuse, chromatographie en couces
minces...) et physiques (résonance magnétique nucléaire et spectrométrie de masse). Dans le
cadre de ce chapitre nous nous focalisons sur les techniques physiques d'analyse structurale,

car elles permettent une caractérisation compléte de la structure analyse.

2.3.1. La technique Résonance Magnétique Nucléaire

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une des techniques spectroscopiques
efficace et non-destructice qui permet d'accéder a la structure complexes des macromolécules
biologiques, dans notre cas de caractériser des structures glucidiques. Elle peut, en principe,
fournir toutes les informations nécessaires a 1'établissement de la structure compléte d'une
molécule glucidique, c'est a dire, la nature et la séquence des monosaccharides, la position
des liaisons glycosidiques et leur anomérie. Elle est devenue une partie incontournable de la
méthodologie utilisée pour l'analyse structurale de chaines glycanniques.

Le principe de la méthode repose sur le magnétisme nucléaire. Les noyaux de
certaines atomes ('H, >C ou *'P) possédent un moment magnétique nucléaire, c'est-a-dire
qu'ils se comportent comme des aimants microscopiques caractérisés par une grandeur
quantique: le spin. Les noyaux possédant un spin chez les glucides et intéressants pour la
RMN sont les noyaux 'H, 3C, 3'P car ils poss¢dent un noyau a4 nombre quantique de spin I =
Ya.

Chaque signal du spectre est caractérisé par un certain nombre de paramétres, chacun
d'eux apportent des informations spécifiques sur l'environnement structural des protons

correspondants. Ainsi, le spectre total est caractéristique de la structure de la molécule
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glucidique. Les paramétres de RMN les plus significatifs pour la détermination de la structure

primaire d'une molécule sont donnés dans le tableau IX:

Tableau IX: Paramétres de RMN

Paramétre RMN Symboles | Unités Informations structurales

Déplacement chimique | § ppm | Densité électronique relative

Constante de couplage J Hz Nombre de protons voisins

Intensité - - Nombre de protons ayant le méme &
Largeur de raie - Hz Mobilité du proton: flexibilité de la structure

Le déplacement chimique définit la localisation du signal le long de 'axe horizontal. II est
mesuré par rapport a un composé de référence et il est lié principalement a la structure
chimique de la molécule.

Le couplage spin-spin ou couplage direct désigne l'effet du champ magnétique crée par un
noyau X sur un noyau A. Par exemple, le signal d'un proton anomeére d'un monosaccharide
donne un signal sous la forme d'un doublet. L'intensité d'un signal (surface du signal) dépend
du nombre de noyaux ayant le méme déplacement chimique.

La méthodologie d'analyse des molécules glucidiques par RMN du TH est assez
compliquée, car les molécules glucidiques possédent plusieurs protons dont certains sont
impliqués dans des liaisons C-H et d'autres dans les groupements O-H. Chaque proton
posséde son propre environnement ét, sa propre densité électronique. Pour déterminer la
structure primaire d'une molécule glucidique par RMN, seuls les protons directement liés aux
carbones sont intéressants. Ceux présents dans les groupements O-H sont "échangeables"”. Ils
ne possédent pas un environnement bien défini du fait qu'ils peuvent s'échanger avec les

protons du solvant et donner ainsi un pic mal défini dans le spectre RMN. Pour cette raison,
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I'échantillon, avant d'étre analysé, est dissous dans D,0. Les groupements O-H sont alors
convertis en O-D, éliminant ainsi les signaux O-H sur le spectre provenant de la molécule
glucidique et des molécules d'eau.
La réalisation d'un spectre proton a une dimension est sYstématique. Elle permet de connaitre
plusieurs paramétres. Deux cas peuvent se présenter:

(1) la molécules a été déja isolée et, dans ce cas, les déplacement chimiques de ses
protons sont strictement identiques & ceux déja publiés et qui figurent dans les banques de
données. Dans ce cas, l'analyse est terminée;

(2) la molécules est nouvelle et la comparaison des déplacements chimiques avec la
banque de données ne permet pas d'identifier les monosaccharides et les liaisons. Dans ce cas,
les analyses de RMN doivent étre approfondies par la réalisation d'expériences a deux
dimensions. Les techniques COSY homo- et hétéronucléaire et ROESY permettent, dans la
majorité des cas, d'identifier les monosaccharides présents dans l'oligosaccharide et d'élucides
la structure primaire de ce dernier.

a) Détermination du nombre et de la nature des monosaccharides:

Le spectre des protons, 'H, 4 une dimension (Figure 35) apporte de nombreux renseignement
comme:

(1) la valeur des déplacements chimiques de chaque proton identifiable;

(ii) le nombre de résidus monosaccharidiques (nombre de protons anoméres);

(iii) la présence ou l'absence d'acide sialique (présence des protons anoméres);

(iv) le nombre des résidus d'osamines (nombre de raies correspondants aux groupement
acétamids), de fucose (nombre de doublets caractéristiques dans les hautes champs);

(V) accessoirement, I'état de pureté de la molécule (intensité relative des signaux).
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Figure 35. Principe de l'analyse des spectres de 'H-RMN en utilisant la méthode des
"Structural Reporter Groups".

b) Séquence et liaisons:

La séquence dés monosaccharidiques peut étre déterminée a partir de différentes techniques
homo- et hétéronucléaires:

- le COSY homonucléaire permet de visualiser les constantes de couplage entre 2 protons par
un transfert de la magnétisation d'un proton sur un proton voisin. Par cette méthode, on peut
donc mesurer toutes les constantes de couplage entre les différents protons et d'identifier les
monosaccharides;

- la technique heteronucléaire HMQC (Heteronuclear MultiQuantum Coherence) permet de
corréler chaque proton avec le carbone sur lequel il est attaché, ce qui permet d'identifier et de
déterminer le déplacement de la majorité des protons de la molécule et des carbones
correspondants. La connaissance des déplacement chimiques des atomes de carbone permet
de déterminer la substitution apportant des informations sur la nature des liaisons et
substitutions diverses;

- la méthode hétéronucléaire HMQC (Heteronuclear Multiple-Bond Correlation) permet

d'obtenir les corrélations et les couplages entre un proton et le carbone voisin. Cette
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information est d'autant plus importante qu'elle permet de déterminer la séquence de
l'oligosaccharide;
- la méthode hétéronucléaire ROESY (Rotating frame Overhauser Effect SpectroscopY)
permet de visualiser les corrélations dipolaires proton-proton entre deux voisins proches de
plus 5 A. Les corrélations peuvent étre d'origine intra- ou extra-résidus. Les interactions inter-
résisdus sont plus intéressantes puisqu'elles permettent de conforter les résultats concernants

la structure primaire de I'oligosaccharide-alditol.

2.3.2. Spectrométrie de Masse

La spectrométrie de masse réunit une "famille" de technique, dont chacune est fondée
sur un principe différent en ce qui concerne la source d'ionisation et l'analyseur. Les
performances d'un instrument (sensibilité, résolution, précision et domaine de masse) vont
dépendre de sa configuration. Les techiniques de désorption/ionisation bombardement
d'atomes rapides (FAB), électrospray (ES), matrice assistée par laser désorption (MALD)
permettent I'analyse de substrats polaires de haute masse moléculaire et sont un complément
aux techniques conventionnelles: impact électronique (EI) et ionisation chimique (CI)
utilisées pour les substrats volatils.

Le principe de la SM est fondé¢ sur la technique analyse des fragments chargés, issus
d'une molécule soumise & un bombardement électronique. A cet effet, un échantillon liquide
est volatilisé sous vide dans un réservoir chauffé. Il pénétre dans une chambre d'ionisaton ol
il est bombardé par un courant d'électrons d'énergie 70 eV (1 eV =23 kcal mole™). L'énergie
absorbée par les molécules provoque le départ d'un électron et conduit & l'obtention de l'ion
moléculaire M'. Cet ion se fragmente ensuite en ions plus petits. Tous les ions chargés
positivement sont accélérés sous un potentiel de 2000 volts, .puis déviés en fonction de leur

rapport m/e dans un champ magnétique ou encore dans un champ quadripolaire. Les ions sont
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ensuite collectés sous une forme d'un courent électrique qui sera amplifié et enregistré. On
peut ensuite étudier ces ions un & un en fonction du temps de rétention du produit analysé.

En général, dans le cadre de la SM, ont été développées les techniques d'ionisation
sivantes:

(i) Impact électronique (EI)

L'ionisation par impact électronique est une technique de routine pour analyser les
monosaccharides. L'interaction des électrons avec les molécules produit des ions moléculaires
de type radical cation M™*. Dans les conditions standards d'analyse, pour des électrons ayant
une énergie de 70 eV, un excés d'énergie est, de plus, transféré vers les ions formés et
provoque leur fragmentation spontanée (réactions 1, 2 et 3):

Réactionl: M+e > M™" +2¢
Réaction2: M" - F* +R’
Réaction3: M > F" +N

M, F, R et N désignent, respectivement, la molécule d'échantillon, un fragment, un radical ou

une molécule neutre.

Des études systématiques sur la fragmentation des dérivés alditol acétates
partiellement méthylés et des méthyl-glycosides partiellement méthylés et acétylés mettent en
évidence la possibilité de caractériser le type de substitution des monosaccharides par la
présence de fragments marqueurs.

(ii) Ionisation Chimique (CT)

L'ionisation chimique consiste & produire des ions par collision de la molécule a
ioniser avec des ions primaires présents dans la source. Le but est donc de provoquer des
collisions ions-molécules. L'avantage de l'ionisation chimiqge est de fournir un spectre ou

l'ion moléculaire est facilement reconnaissable.
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Lors de cette ionisation, un gaz réactant, en général de 'ammoniac, du méthane ou de
l'isobutane pour le mode positif, est introduit dans la source. Des analyses en mode négatif
peuvent étre réalisées en utilisant le mélange méthane/hémioxyde d'azote (CH4/N,O). Le
faisceau d'électrons provoque l'ionisation du gaz réactant ( R). L'ion ainsi produit entrera en
collision surtout avec d'autres molécules du gaz réactif, formant ainsi par une série de
réactions un plasma d'ionisation. Des ions de la substance a analyser se formeront par réaction
chimique avec les ions de ce plasma, donnant ainsi lieu & des réactions de transfert de protons,

d'addition, de transfert de charges, etc (réactions 4 et 5).

Réaction4: NH;+e > NH; " +2 ¢

Réaction 5: NH; + NH;™* - NH,* + NH;*

L'ionisation des molécules basiques (amines) résulte d'une réaction acide-base en phase

gazeuse entre les ions du gaz réactant et 'échantillon (M) (réaction 6).

Réaction 6 : M + NHy" — [M + H]" + NH;

Les molécules polaires et celles susceptibles de former des liaisons hydrogéne, mais peu ou

pas basiques, forment un adduit ion-molécules (réaction 7).

Réaction 7: M + NH" — [M + NH,|"

Dans les cas intermédiaires, on observera les deux ions [M + NH,]" et [M+ H]" .
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(iii) Ionisation par bombardement d'ions ou d'atomes rapides (FAB)

Cette technique consiste & focaliser sur un échantillon un faisceau d'ions ou de

molécules neutres. En FAB (Fast Atom Bombardement), 1'échantillon est solubilisé dans une
matrice de faible tension de vapeur et bombardé par un jet d'atomes de gaz neutre de forte
énergie cinétique (argon ou xénon avec une énergie des particules du faisceau primaire allant
de 2 4 8 keV), y provoquant une onde de choc qui va expulser de la solution des ions et des
molécules. Les ions sont accélérés par différence de potentiel vers l'analyseur. En fin
d'accélération, 1'énergie cinétique acquise est donc égale a: Ec = 1/2 mv? = zV ou m/z =
2V/v2, ou z est le nombre de charge élémentaire, V la tension d'accélération, m la masse
moléculaire de l'on et v sa vitesse.
Cette méthode est trés efficace pour produire des ions moléculaires a partir de substances
polaires et/ou thermolabiles (peptides, glycannes). Ces espéces moléculaires résultent d'une
protonation [M + H]* ou d'une cationisation par un métal alcalin [M + cation]" en mode
positif, ou d'une déprotonation [M-H]" en mode négatif.

Les spectres FAB-MS des oligosaccharides dérivés livrent des informations
structurales importantes, en particulier sur la séquence des monosaccharides constitutifs. Les
éléments structuraux qui peuvent étre déterminés par FAB-MS sont le degré d'hétérogénéité et
le type de glycosylation des glycoprotéines, les sites de glycosylation au niveau de la chaine
peptidiques; les points de branchement dans les glycoconjugués, le nombre et la longueur des
antennes, la présence de groupements sulfate, phosphate, la séquence compléte de chaines

glycanniques.
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(iv) Désorption laser assistée par matrice (MALD)

Cette méthode, MALD (Matrix Assisted Laser Desorption), consiste 4 mélanger la
substance a analyser a4 une solution de petites molécules organiques, appelée matrice,
possédant une forte absorption a la longueur d'onde du laser. Le mélange est irradié par un
faisceau laser UV (337 nm pour un laser a azote) qui libére une importante quantité d'énergie
dans la phase condensée. Il en résulte la désorption des ions formés ﬁar transfert de protons
entre la matrice photo-excitée et la substance analysée. Le choix de la matrice est trés
important et différents composés peuvent nécessiter différentes matrices. Elle assure plusieurs
fonctions: absorber 1'énergie du laser, isoler les molécules de 1'échantillon des unes des autres
pour éviter la formation de complexes qui empécheraient la formation d'ions moléculaires.
Elle doit étre capable d'ioniser les composés avec une grande efficacité et une fragmentation
minimale.

Cette technique permet l'analyse de biomolécules de masses moléculaires élevées
telles que les protéines et les glycoprotéines. Par rapport & la FAB, la technique de désorption
par le laser a I'avantage de permettre 1'analyse de composés de haute masse moléculaire, de
molécules complexes et d'étre plus simple d'emploi et beaucoup plus sensible (détecte ion de

quelques picomoles ou fentomoles avec une précision de masse supérieure a 0,1%).

(v) Electrospray

La particularité de cette technique de spectrométrie de masse réside dans I'utilisation
d'une source d'ions a la pression atmosphérique. L'efficacité d'ionisation est de 10® a 10* fois
plus grande que dans une source & pression réduite. L'application principale est l'analyse de
glycoprotéines et de glycopeptides. Cette technique est également applicable & des molécules
ne possédant aucun site ionisable grice & la formation "d'adduits sodique, potassique,

ammonium ou autre.
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3. Approche méthodologique

Dans ce chapitre, le travail a été focalisé sur l'identification structurale des fractions
isolées de Fusarium oxysporum sp. qui induisent des réactions physiologiques significatives
de défense (Cf. Chapitre 1, A 4) sur suspensions de cellules de végétaux (Rubus).

Deux fractions, nommées B1 et B3, isolées de Fusarium oxysporum sp. (Figure 23 B)
ont été sélectionnése sur la base de leur potentiel d'activité biologique. Il s'agit de fractions
qui, utilisées a une échelle microanalytique pendant un temps court d'élicitation (en général 30
min), sont capables d'induire chez des suspensions de cellules: (i) l'activation de B-D-
glycohydrolase (Figure 31 A et B), 'activation de la PAL (Figure 28 A) ou l'activation d'TP
(Figure 29 B).

Les techniques de séparation, purification et caractérisation que nous avons utilisées
afin de déterminer la structure des glycannes de ces 2 fractions conduits sur les méthodes
suivantes: B-élimination, chromatographie de tamisage moléculaire et d'échange d'ions
dans des systemes HPLC et FPLC, TLC, méthodes colorimétriques d'identification des

sucres, chromatographie en phase gazeuse, RMN (‘H et °C) et SM.
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B. Caractérisation de la glycoprotéine B1 isolée de

Fusarium oxysporum

L'analyse structurale de la fraction glycoprotéique B1 (Figure 23 B) isolée de
Fusarium oxysporum sp., obtenue par HPLC sur une colonne HW 40F/60F équilibrée avec
NaNO; 1 x 10 M, a été effectuée dans le Laboratoire de Chimie Biologique de I'Université
des Sciences et Technologies de Lille 1 (UMR n°111 du CNRS). Nous rappelons que cette
fraction posséde un pouvoir éliciteur PAL (R 20) (Figure 28 A) et induit l'activation dun

inhibiteur de l'a-chymotrypsine (Figure 29 B).

1. Caractérisation préliminaire

Cette caractérisation est fondée sur des analyses effectuées par chromatographie en

phase gazeuse, chromatographie d'échange d'ions dans un systéme FPLC et HPLC.

1.1. Chromatographie en phase gazeuse

La composition et le rapport molaire en monoaccharides de la glycoprotéine B1 est
réalisée sur des dérivés méthylglycosylés et triméthylsililés (Cf. Matériels et Méthodes, B
9.2.6) obtenus aprés la méthanolyse et la triméthylsilylation de la partie glycannique du Bl
(Figure 36). Les résultats présentés dans le tableau X montre la présence de sucres neutres
(mannose: temps de rétention de 30,43 et 31,77 min,; ghicose: Tr de 35 et 36.19 min;

galactose: a 30,6; 31,77; 32,53; 33,83 min), des hexosamines (glucosamine a 44,42 min et
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galactosamine 2 42,89 min.), des acides uroniques (35,33 et 35,73 min) et un pic de lactone
a 24,11 et 27 min. Le pourcentage de glucides totaux dans cette fraction glycoprotéique est

de 20%, estimation faite par rapport au témoin interne (méso-inositol).
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Figure 36. Chromatogramme en phase gazeuse des méthylesters triméthylsyl des différents
monosaccharides libérés par méthanolyse acide de la fraction glycoprotéique Bl. Man,
mannose; Gal, galactose; Glc, glucose; GlcAU, acides uroniques; GalNAc, glucosamine;

GlcNAc galactosamine.

Tableau X. Composition molaire en monosaccharides de la fraction glycoprotéique B1.

Gal Man Gle GalNAc | GlcNAc GluA | Glucides
totaux
B1 1 6.4 1.93 0.03 0.27 0.15 20
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1.2, Chromatographie d'échange d'ions dans un systéme FPLC

Nous avons ensuite analysé la fraction glycoprotéique Bl a l'aide d'une colonne
d'échangeur d'anions (ammonium quaternaire, Mono Q; Cf. Matériels et Méthodes, B 9.2.4)

Les composants de la fraction B1 chargés positivement sont élués au volume mort de la
colonne avec le tampon Tris HCl 0,2 M, pH 8, tandis que les composants chargés
négativement sont retenus et élués ultérieurement avec un gradient linéaire de NaCl de 0 2 0,5
M dans le tampon Tris HCI 0,2 M (le débit 1 mL min™"). On peut observer une homogénéité
relative de cette fraction glycoprotéique Bl (Figure 37) qui ne peut étre fractionnée en

plusieurs composants par cette technique.
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Figure 37. Chromatographie dans un systéme FPLC de la fraction B1 (b) sur une

colonne Mono Q, avec un gradient linéaire de NaCl de 0 4 0,5 M dans le tampon Tris HCI 0,2

M (a).
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2. Analyse structurale

2.1. Libération des O-glycannes

La fraction glycoprotéique Bl a été soumise & un processus de B-élimination
réductrice (Cf. Matériels et Méthodes, B 9.2.7). Par cette méthode, seul les glycannes liés O-
glycosidiquement sont libérés sous forme d'oligosaccharides-alditol, la liaison N-glycosidique
n'étant pas affectée. Le milieu réactionnel] est concentré par évaporation sous vide en présence
de méthanol et dessalé ensuite sur une colonne de Bio-Gel P4. Les composants glucidiques
sont repérées en présence du réactif acide sulfurique-orcinol et rassemblées afin d'étre soumis

a d'autres expériences de séparation, isolement et analyse.

2.2. Séparation et purification de composants glycosylés

Le mélange des composants glucidiques (O-glycannes, glycoprotéines N-glycosylées),
issus de la B-élimination de la fraction B1, est soumis & un fractionnement dans un systéme de
chromatographie d'échange d'ions (Cf. Matériels et Méthodes, B 9.2.2.) réalisé avec des

colonnes de Dowex 50 x 2 (35 x 2 cm) et Dowex 1 x2 (35 x 2 cm).

2.2.1. Composants neutres

La fraction de glucides éluée et qui n'est pas retenue sur les deux types de colonnes de
Dowex, a été appelée fraction neutre (N), car elle présente majoritairement des composants
neutres. Cette fraction a été dessalée  l'aide d'une colonne de Bio-Gel P4 (108 x 2,3 cm, débit

15 mL h) et ensuite analysée par chromatographie en couche mince a l'aide du solvant n-
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butanol/ acide acétique/ eau (2:1:1,5 v/v). La présence des glucides a été mise en évidence par
un réactif a 'orcinol sulfurique (Figure 38). Le chromatogramme obtenu a partir de la fraction
neutre montre une hétérogénéité importante par la présence de 3 fractions majeures (N, Ny et
Ni) ayant des degrés de polymérisation (DP) différents. Provisoirement et en fonction des
contrdles appliques, nous pouvons estimer que les fractions Nj, Ny et Ny possédent des DP de

8-9, 6 et 3-4, respectivement.
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Figure 38. Chromatographie en couche mince des oligosaccharides neutres libérés par [3-
élimination de la fraction glycoprotéique B1 isolée du mycélium de Fusarium oxysporum (1)
en présence de témoins oligosaccharidiques (2) a I'aide du solvant A. Révélation des glucides

a l'aide d'orcinol sulfurique. DP, dégrées de polymérisation.

Chaque fraction est re-fractionnée dans un systéme HPLC (colonne C;s, élution par
l'eau 4 un débit 0,5 mL min™, détection & 206 nm; Cf. Matériels et Méthodes, § B* 9.2.3.).

Nous avons de cette maniére obtenu 7 sous-fractions (Figure 39):
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(1) la fraction N; a donné 2 pics, Nja et Nib qui sortent & 27,17 min. et 28,45 min.
respectivement;
(ii) la fraction Ny a fourni 2 pics Nya et Nyib sortant & 32,58 et 33,38 minutes;
(iii) la fraction Ny s'est résolue en 3 pics: Nyya (36,44 min.), Nigb (37,50 min.) et Nyc
(38,12 min.).
Les pics séparés sont concentrés, lyophilisés et préparés pour des expériences de RMN, GLC

et SM.

33,38/ W

)
-
e)
N

CHANNEL A INJECT
05/26/07

Temps (min)

Figure 39. Analyse chromatographique dans un syst¢tme HPLC a l'aide d'une colonne
hydrophobe C;3 des sous-fractions oligosaccharidiques neutres, (A) fraction Nj, (B) fraction
Ny et (C) fraction Ny, isolées par CCM (Figure 38) & partir de la fraction N. La détection a

été réalisée 4 206 nm.

2.2.2. Composants acides

Les composants acides retenus sur la colonne de Dowex 1 x 2, désormais appelés A,
sont élués dans un gradient isocratique d'acétate de pyridine (10mM, 20mM, 50mM, 100mM,
200mM, 500 mM, 1M et 2 M). Les fractions acides éluées, appelé A, Az...Az d'aprés la
concentration de l'acétate de pyridine qui les a décrochées, sont concentrées par évaporation
sous vide en présence du méthanol. Elles sont ensuite dessalées sur une colonne de Bio-Gel Py

et lyophilisées.
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L'homogénéité de ces fractions est mise en évidence par chromatographie en couche
mince, dans le solvant A (Cf. Matériels et Méthodes, 9.2.5). La présence de sucres a été
mise en évidence par le réactif & 1'orcinol sulfurique (Figure 40). Les fractions acides sont

homogeénes et ont donc utilisées pour les études en RMN, GLC et SM.

f + : ; = —B—

A Pog Aso Mg oo 500 Aq Ao

A
)

Figure 40. Chromatographie en couche mince des oligosaccharides acides libérés par
B-élimination de la fraction B1 (1) & I'aide du solvant A. Révélation de la partie glucidique est
réalisée par le réactif & l'orcinol sulfurique. Ajg, Az...A; sont des fractions acides éluées par

l'acétate de pyridine & des concentrations: 10mM, 20mM, 50mM, 100mM, 200mM, 500 mM,
IMet2 M.
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2.2.3. Composants basiques

Les composants basiques retenus sur la colonne de Dowex 50 x 2 sont élués a l'aide de
l'acétate de pyridine (500mM) et constituent une fraction Bsgo. Ensuite ils sont concentrées par
une évaporation sous vide en présence du méthanol, dessalées a 'aide d'une colonne de Bio-

Gel P4 et lyophilisées. La présence de sucres a été révélée par un réactif a 'orcinol sulfurique.

2.3. Etude de la structure de la fraction N;a

La fraction Nja a été choisie d'étre analysée dans une premiére étape en raison de la
quantité et de la pureté obtenue. Cette fraction a été isolée par HPLC sur une colonne C;3 de

la fraction Nj isolée par -élimination réductrice de la glycoprotéine B1 (Figure 39).

2.3.1. Analyse par SM

Les masses moléculaires de la fraction Nja ont été mesurées par spectrométrie de
masse selon la méthode de désorption lasser assistée par matrice de temps vol (MALDI), par
un appareil Vision 2000 (Finnigan MAT, Hemmel). La mesure de la masse moléculaire a été
réalisée avec les oligosaccharides-alditols de la fraction Nia.

L'analyse de la fraction Nja par spectrométrie de masse montre une série de pics
espacés de 162 u.m.a. Chaque série de pics est constituée d'un doublet (Am 22), lié 4 la
présence d'un ion [M + Na]" ou de deux atomes de sodium [M-H + 2 Na]". En attribuant aux
unités monosaccharidiques les masses respectives de 180 (hexose), 182 (hexitol) et de 194
(acide glucuronique), trois constituants majeurs ont pu étre caractérisés, dont la composition
molaire est respectivement la suivantes: 2 GlcA, 2 Hex, 1 Hex-ol; 2 GlcA, 3 Hex, 1 Hex-ol et

2 GlcA, 4 Hex, 1 Hex-ol (Tableau XI)
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Tableau XI. Mesure de la masse moléculaire des oligosaccharides alditol par

spectrométrie de masse (MALDI)

Ion speudomoléculaire GlcA Hex Hex-ol Masse mésurée
881 [M+Na]’ 2 2 1 858
903 [M-H+2Na] 2 2 1 858
1043 [M +Na]" 2 3 1 1020
1065 [M-H+2Na] 2 3 1 1020
1205 [M+Na]" 2 4 1 1182
1227 [M+Na]” 2 4 1 1182

2.3.2. Analyse par Chromatographie en Phase Gazeuse et

Spectrométrie de Masse (CPG-SM)

Les oligosaccharides alditols libérés par B-élimination réductrice ont été perméthylés
par la méthode a la soude puis hydrolysés par méthanolyse acide (méthanol/HCI 0,5 M, 80°C,
24h). Les éthers méthylique libérés sont ensuite acétylés par le mélange pyridine/ anhydride
acétique (1:1 v/v). Les éthers méthyliques partiellement acétylés sont séparés par
chromatographie phase gazeuse et identifiés par spectrométric de masse d'impact
électronique.

La nature des monosaccharides a été définie ou deux hexitols ont été identifiés par
méthylation: 1,3,4,5 Me hexitol laissant suggérer un monosaccharide substitué dans la
position 2 et 6, respectivement et 1,3,5 Me hexitol indiquant la présence d'un monosaccharide
terminal 3 fois substitué.

Notons que ont été identifiés dans la fraction Nja méthylée 6 monosaccharides sous

forme pyranose (Figure 41).
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Figure 41. Spectre CGP-MS des hexitols méthylés et partiellement acétylés dérivés de

la fraction Nja.
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2.3.3. Analyse par RMN

Les analyses par RMN ont été réalisées sur un appareil Bruker ASX 400 WB avec,
comme standard la 4,4'-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonate de sodium dont le déplacement
chimique est de 2,225 ppm (Cf. Matériels et Méthodes, B 9.1.1). Un spectre HOHAHA et
ROESY a été également enregistré, en utilisant les séquences de pulse standard Bruker.

L'analyse RMN de la fraction Nja a mis en évidence une série de 10 signaux
correspondant aux protons anomeéres du mélange d'oligosaccharides. Cing de ces protons sont
identifiés comme les protons anomeéres de résidues de P-mannoses. En effet, le spectre
HOHAHA a permis de mesurer les constantes de couplage entre chaque proton de
I'hétérocycle (J;> de 1 Hz; J,3 de 2 Hz; J34 de 8 Hz; Js5 de 8 Hz). Ces paramétres sont
caractéristiques de protons respectivement en position équatoriale (H-2) et axiale (H-3, H-4,
H-5). En outre, un effet NOE entre H-1 et H-5 est observé qui confirme la position axiale du
proton anomére (anomére B). Trois protons anomeéres de résidus de B-mannose possédent des
glissements chimique de & a 4,600; 4,618 et 4,670 ppm, respectivement, et leurs protons H-2
sans fortement blindés a 3,90 et 4,20 ppm environ. Ces unités de mannose sont donc en
position terminale non-réductrice. Deux autres résidud de B-mannose possédent des protons
H-1 et H-2 trés déblindés: 8H-1 a 4,72; 6H-2 a 4,21 ppm et 6H-1 & 4,60; SH-2 a 4,16 ppm,
respectivement. Ces deux résidus de $-mannose sont donc en position interne et substitués en
position C-2. D'ailleurs, deux résidus de B-mannose sont reliés entre eux sur le spectre
ROESY par un contact H-1 — H-2. Deux autres résidus d'c.-mannose ontvégalement été
identifiés. Toutefois, I'absence de contact NOE ne permet pas de les situer au sein des
oligosacharides alditols. Des résidus de B-Galf ont été identifiées dans le spectre HOHAHA,

sur la base du couplage H-1, H-2 (< 1 Hz) et le déblindage des protons H-2 (5 & 4,36 ppm) et
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H-3 (8 2 4,18 ppm). Néanmoins, aucun élément du spectre ne permet d'établir la nature de sa
substitution qui, au demeurant, a été démontrée précédemment par méthylation.

Enfin, deux signaux 4 & a 5,07 et 5,17 ppm peuvent étre attribués aux protons
anoméres de l'a-glucose et de I'acide a-galacturonique. Les protons H-1 des résidus de B-
mannose terminaux (6 a 4,600 et 4,618 ppm) présentent des pics de corrélation NOE avec les
protons H-4 du glucose et de I'acide uronique.

En conclusion sur la base de ces résultats et tenant en compte de la spectrométrie de
masse, de l'analyse par méthylation et du fait que l'hexitol dérivé d'un sucre pyranique, un

schéma général de structure peut étre proposé (Figure 42).

X (1-4)

X' (1-4) \
B-D-Galf '(1—6) B-D-Galf (1-6) Hexitol
a-D-GlcA (1-2) /

Dol X'(1-2)
B-D-Manp (1-2)

B-D-Manp '(1-2)

Figure 42. Structure primaire probable, obtenue aprés des analyses de SM et RMN, de
la fraction Nja issue par B-élimination & partir de la fraction glycoprotéique Bl. X et X'
peuvent étre des résidus de a-D-Glcp, a-D-GIcA ou a-D-Manp. Conjugués (1) ou non au

squelette de base.
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C. Caractérisation de la fraction oligosaccharidique

B3 isolée de Fusarium OXysporum Sp.

L'analyse structurale de la fraction oligosaccharidique B3 (Figure 23 B) isolée de
Fusarium oxysporum sp. a été effectuée au CERMAV de Grenoble. Rappelons que cette
fraction a été séparée dans un syst¢tme HPLC a 'aide d'une colonne HW 40F/60F en présence
d'un tampon NaNOj; 1 x 10 M a partir de la fraction brute B. La fraction B3 posséde un

pouvoir éliciteur PAL (R 18) (Figure 28 A).

1. Etude préliminaire

1.1. Chromatographie en couche mince

Dans un premier temps, la fraction B3 a été analysée par chromatographie en couche
mince A l'aide du solvant A (Cf. Matériels et Méthodes, B 9.2.5) et d'oligosaccharides
standards, de DP différents. La présence de sucres a été mise en évidence sur les plaques de
silice par la méthode a l'orcinol sulfurique. D'aprés la migration de la fraction B3, on peut
estimer que son DP, par rapport aux témoins utilisés est de 2-3 (Figure 43). L'analyse fine a

été poursuivie par chromatographie en phase gazeuse.
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Figure 43. Chromatographie en couche mince de la fraction B3 (1) en présence des
standards oligosaccharidiques (2) a l'aide du solvant A. La révélation de la partie glucidique

est réalisée a l'aide d'un réactif a 'orcinol sulfurique. DP, degrés de polymérisation.

1.2. Chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse des acétates d'alditols (Cf. Matériels et
Meéthodes, B 9.2.6) dérivés de la fraction oligosaccharidique B3 nous a permis d'identifier les
monosaccharides neutres suivant: seulement mannose (Tr & 12, 260) et glucose (Tt & 14,335),

dans un rapport molaire de 1,3: 1 (Figure 44).
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Figure 44. Chromatogramme en phase gazeuse des acétates d'alditols dérivés de la

fraction B3.
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2. Analyse structurale

2.1. Analyse par SM

Les masses moléculaires de la fraction B3 ont été mesurées par spectrométrie de
masse selon la méthode FAB-SM sur une matrice de glycérol bombardée par Xe (9kV) a
I'aide d'un un spectrométre Nermag R 1010C (Cf. Matériels et Methodes, B 9.1.2).

L'analyse de la fraction B3 par spectrométric de masse montre une série de pics
espacés de 162 u.m.a. Chaque série de pic est constituée d'un doublet (Am 92) du 4 la
présence dun [M + H]" ou (M + H]" + glycérol). En attribuant aux unités
monosaccharidiques les masses respectives de 180 (hexose), 182 (hexitol) et de 194 (acide
glucuronique), seulement deux résidus ont pu étre caractérisée: un di- et un trisaccharide

constitués d'hexoses (Tableau XII).

Tableau XII. Masse moléculaire de la fraction B3 mesurée par spectrométrie de

masse FAB

Ion speudomoléculaire Hex Masse mésurée
343 [M+H] 2 342
435 [M - H + Glycérol]” 2 342
505 [M+H] 3 504
597 [M - H + Glycérol]” 3 504
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2.2. Analyse par Chromatographie en Phase Gazeuse et

Spectrométrie de Masse (CPG-SM)

La fraction B3 est perméthylés, puis hydrolysée par méthanolyse. Les éthers

méthyliques libérés sont ensuite acétylés (Cf. Matériels et Méthodes, B 9.2.9). Les éthers

méthyliques partiellement acétylés sont séparés par chromatographie phase gazeuse et aprés

identifiés par spectrométrie de masse d'impact électronique.

Deux héxitols situés en position terminale réductrice ont été identifiés: un 2,3,4,6 Me

hexitol provenant d'un monosaccharide non-substitué, un 3,4,6 Me hexitol témoin de la

présence d'un monosaccharide terminal réductrice substitué en position 2. Notons que les

monosaccharides de la fraction B3 sont présents sous forme pyranose (Figure 45).
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2.3. Analyse par RMIN

La structure primaire du produit B3 a été élucidée par RMN en 1D et 2D du 'H et 1C.

Les spectres réalisés en Be (75 MHz) a 50°C (Figure 46) montrent la présence de 5
signaux a 102,04; 100,81; 98,36; 97,22 et 90,21 ppm dans la région de protons anoméres. Les
deux derniers signaux sont attribués en fonction de leur glissements chimique aux formes o et
B d'un D-hexopyranose situé en position terminale réductrice. L'attribution des signaux

existant dans les spectres du >C (1D) est réalisée par HMOC et HMBC (Tableau XIII).

a-Man o-Man o-Man B-Gle a-Gle a-Man
® @ @ o c1 @ Pl
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Figure 46. Spectre >C-RMN (1D a 75 MHz) de la fraction B3 solubilisée en D,0 a

50°C.
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Tableau XIII. Glissement chimique (en ppm) obtenu par *C-RMN (1D & 75 MHz) de la

fraction B3 isolée de Fusarium oxysporum sp.

C-1 C-2 C-3 C4 | C-5 C-6
Disaccharide
a-D-Manp-(1-2)-a-D-Glcp

o-D-Glep 90,21 76,02 |72,35 (70,73 72,29 161,63

o-D-Manp (a) 98,36 71,29 71,461|67,62 173,81 [61,80

a-D-Manp-{1-2)-$-D-Glcp

B-D-Glcp 97,22 80,08 |75,44 70,57 |76,86 [61,63

o-D-Manp (a) 100,81 |71,29 71,461(67,62 173,81 161,80
Trisaccharide

a-D-Manp-{1-4)-a-D-Manp-(1-2)-D-Glcp

o-D-Manp (b) 102,04 |71,29 71,461[67,62 [73,81 [61,81

L'analyse quantitative des signaux présents dans la région des protons anomeéres du
spectre 'H (1D) montre la présence de 2 composants majeurs: un di- et un trisaccharide dans
des quantité de 80 et 20 %, respectivement (Figure 47). En autre le spectre 'H (1D) montre
clairement l'absence de N-acétylhexosamines, de fucose et d'acides uroniques, ainsi que
l'absence d'un contaminent protéique.

Parmi les 5 signaux de la région de protons anomérés qui présentent un glissement
chimique (8) a 5,37 (J, > de 3,9 Hz); 5,18 (J12 de 2,1 Hz); 5,11 (Ji2 de 2,15 Hz); 4,95 (J) 2 de
1,9 Hz) et 4,65 (J;, de 8 Hz) ppm (Figure 438), le doublet & 5,37 et 4,65 ppm montre une
corrélation avec des signaux en '>C a 90,21 et 97,22 ppm qui ont été attribués aux formes
anoméres o et B D-glucose en position terminale réductrice. L'intégration de la surface de
résonance de protons anomeéres montrent que les proportions relatives des formes o et § sont
de 52 % et 48 %, respectivement. Les résidus de D-mannose sous une forme o, ayant un
glissement chimique & 5,18; 5,11 et 4,95 ppm, sont caractérisés par la constante faible de

couplage 37 HI,H2-
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Figure 47. Spectre "H-RMN (1D 4 500 Mz) de la fraction B3 solubilisée en D,O & 50°C.



L'attribution compléte des signaux 'H a été réalisées par des experiences 'H'H COSY

et COSY relayé ainsi que TOCSY (1D) qui a permis de caractériser les protons réducteurs du

résidu glucose (Tableau XIV).

Tableau XIV. Glissements chimiques (en ppm) obtenu par 'H-RMN (1D a 500 Mz) de la

fraction B3 isolée de Fusarium oxysporum sp.

H-1 H-2 'H-3 H4 | H-§ |Hs6,H6
Disaccharide
o-D-Manp-(1-2)-a-D-Glcp
a-D-Glcp 5,37 3,58 3,69 3,37 3,76 3,73, 3,69
o-D-Manp (a) 4,95 3,90 3,82 3,62 n,i ni, n,i
o-D-Manp-(1-2)-B-D-Glcp
B-D-Glep 4,65 3,31 3,47 3,36 3,38 3,81; 3,64
a-D-Manp (a) 5,18 3,93 3,78 3,66 n,i n,i; n,i
Trisaccharide
o-D-Manp-(1-4)-a-D-Manp-(1-2)-D-Glcp
a-D-Manp (b) 5,11 3,98 3,78 3,66 [n,i n,i

La nature de différentes liaisons inter-glycosidiques a été déterminée principalement

par des expériences NOESY et HMBC. Les H-1 du D-mannose a 4,95 et 5,37 ppm ont été

corrélés avec C-2 de la forme o et f du D-glucose terminal réducteur. Le spectre NOESY

montre aussi des interactions importants entre divers résidus (Figure 48):

()  H-1[a-D-Glcp] et H-1[a-D-Manp (a)],

(i) H-1[a-D-Glcp] et H-2[a-D-Manp (a)],

(iii) H-1[p-D-Glcp] et H-3[a-D-Manp (a)].

La résonance du H-1 du D-mannose étant influencée par la configuration o ou § du

résidu de glucose liée 4 un rapprochement entre le centre anomére du glucose et la liaison

inter-glcosydique (1—2), permet identifier une forme structurale de type o-D-Manp (a)-

(1—2)-0/B-D-Glep.
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Figure 48. Spectre NOESY de la fraction B3 isolées de Fusarium oxysporum sp.

La liaison inter-glycosidique (1—>4) entre deux résidus de mannose, a-D-Manp (a) et
a-D-Manp (b),qui existent dans la composition du trisaccharide a été identifiée en tenant
compte de plusieurs expériences. Par HMBC, nous avons observé une corrélation entre C-
1[a-D-Manp (b)] et le signal & 3,66 ppm ('H). Ce signal par HMQC a été attribué au signal a
80,88 ppm qui caractérise une liaison inter-glycosidique sur un spectre BC. Le glissement
chimique de 3,66 ppm correspond aux protons H-4 car le glissement chimique fort et les

expériences INEPT conduisent au C-4[a-D-Manp (a)].
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La configuration du glucose a ou B a une influence importante sur le résidu a-D-
Manp (a) voisin, mais elle n'a aucune influence sur le résidu a-D-Manp (b) terminal du
trisaccharide. Réciproquement, nous n'observons par de variations de glissement chimique des
a/B D-Glcp et a-D-Manp (a) entre le di- et le trisaccharde.
En intégrant tous ces données et en les corroborent avec les données obtenues dans des
analyses preliminaires nous pouvon établir la structure de composant B3 présentée dans la

figure 49.

A
o-D-Manp (a)-(1->2)- o/B-D-Glep

B
o-D-Manp (b)-(1—>4)-o-D-Manp (a)-(1—>2)- o/B-D-Glcp

Figure 49. Structure primaire de deux composants majeurs oligosaccharidiques
appartenant a la fraction B3, isolées de Fusarium oxysporum sp. En A, le disaccharide et en

B, le trisaccharide.
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D. Discussion

Dans ce chapitre, nous avons continué l'analyse de la relation structure-activité par
l'identification des structures qui présents un potentiel biologiques. Si Fusarium oxysporum
est trés bien connu pour son agression vis-a-vis d'une grande diversité de végétaux (), au
contraire les structures élicitrices existantes appartenant a4 son mycélium sont trés peu
connues. En générale, le mycélium de champignons de la famille Fusarium aprés son
destruction par des traitement divers (température, sonication...) libére des morceaux qui
séparés par des chromatographies de tamisage moléculaire conduisent & des composants
majoritaire de type glycolipidiques, glycoprotéiques, lipidiges, oligosaccharidiges ou
composants avec phosphore...(Iwahara et al., 1996). Aprés la destruction, par la soude, du
mycélium provenant de Fusarium oxysporum sp. (la souche sur laquelle nous avons travaillé)
enchaine par une charomatographie de tamisage moléculaire nous a permis d'identifier les
mémes types de composants majoritaire cités,ci-dessus. Sur tous ces composants nous avons
testés leur pouvoir biologique en contact avec des suspensions de cellules de Rubus. Une
fraction oligosaccharidique B3 (Cf. Chapitre 1, C) et une glycoprotéique B1 (Cf. Chapitre 1,
C) ont été trouvées en ayant un pouvoir biologique important sur des réponses de défense de
type PAL, IP.

La plupart de réponses d'élicitations son reliées & des signaux oligosaccharidiques.
Dans des glycoprotéines la partie glucidique est représentée par des O- et N-glycannes qui ont
des structures trés diversifiées. A I'appui de cette hypothése c'est le fait que les O-glycannes
libérés, par des expériences de B-élimination, & partir des champignons de type Fusarium
présents de structure acides, neutres ou basiques en fonction de leur unités carbohydrates. Ce
type de séparation, en fonction de la ‘charge du composant, est réalisée par le passage
successive sur des colonnes d'échange ionique (anionic et cationic) de type Dowex forme H'

ou HO". L'identification des composants (O-glycannes) isolés & partir de glycoprotéines est
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achevée par des analyses en SM et RMN. Notre travail d'identification de molécules
biologiquement activées, dans point de vue induction de réponses de défense, a démarré apres
la libération (par P-élimination) de O-glycannes & partir de la glycoprotéine B1. Les O-
glycannes obtenus sont séparés par une chromatographie d'échange ionique sur des résines de
type Dowex quand nous avons obtenu des fractions neutres (N), acides (A) et basiques (B)
(Cf. Chapitre 2, B 2.2) Afin d'aboutir 4 une structure primaire finale nous avons concentre
notre travail sur la sous-fraction Nja issue par une séparation dans un systtme HPLC de la
fraction N. Cette fraction, Nja, analysée par chromatographie en phase gazeuse, SM et RMN
montre l'existence de structure de type f-D-Manp (1—2) B-D-Manp, a-D-GlcA (1-2) B-D-
Galf B, B-D-Galf B (1—~6) B-D-Manp ou B-D-Galf B (1—-6) B-D-Galf, citées par ailleurs sur
d'autres souche de Fusarium (Jikibara et al., 1992 b et c; Iwahara et al., 1995). En plus, nous
avons identifié une liaison p-D-Manp (1-2) a-D-GlcA (Figure 49) au lieu d'une liaison -D-
Manp (1—-4) a-D-GIcA trouvée couramment (Jikibara et al, 1992 b et c; Iwahara et al.,
1995).

Un probléme particulier nous a posé la fraction oligosaccharidique B3 (Figure 42)
issue aussi du mycelium de Fusarium oxysporum sp. Méme si les analyses effectuées par
chromatographie en phase gazeuse montre un présence "normale" des carbohydrates de type
glucose et mannose sous une forme pyranosique, les analyses effectues par RMN ont mis en
évidence des signaux correspondant & des liaisons inter-glycosidiques assez rarement
observées de type entre deux résidus de mannose, o-D-Manp (1—-4) a-D-Manp, ou mannose
et glucose, a-D-Manp (1-2)-a/B-D-Glcp. Ces types de structures n'ont pas été identifiées
aux champignons de la famille Fusarium.

Les structures de type a-D-Manp (1—4) a-D-Manp ont été rapporté une seule fois de
Bock et al. (1984) dans un cadre d'étude purement chimique, mais les structures de type a-D-

Manp (1-2)-a/B-D-Glcp ont été trouvée chez des bactéries et dans la composition de la
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ristomycine A (Sztaricskai et al., 1980, Oren et al., 1993). Le plus important c'est que les
deux type de structure, ci dessus, n'ont pas été retrouvées ensemble dans un composant
comme c'est le cas de notre trisaccharide isolé de Fusarium oxysporum sp.
En conclusion la fraction B3 présent une structure citée pour la premiére fois dans de
travaux d'identification de la structure qui en plus est activée dans point de vue

biologiquement induisant des réponses de défense de type PAL.



CHAPITRE 3

REPONSES PRECOCES INDUITES PAR DES

SIGNAUX ELICITEURS ISOLES DE Fusarium

sp. M7-1 ou de Fusarium oxysporum sp
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A. Les réactions physiologiques précoces induites

par un traitement éliciteur

1. Généralités

Les plantes possédent plusieurs mécanismes de défense pour s'adapter au stress
provenant de leur environnement et pour résister, en particulier, a l'agression par des
pathogénes. Une des premicéres lignes de défense des plantes est représentée par des facteurs
préformés ou constitutifs de nature physique ou chimique variée (Cf. Introduction, A 2), ou
bien par l'induction de modifications physiologiques relevant des réactions nommées
compatibles ou non (Cf. Introduction, A 3).

Dans le cas de réactions incompatibles, la plante réagit rapidement (en quelques
minutes) a la tentative d'invasion parasitaire et les mécanismes de défense induits chez le
végétal se caractérisent par un bouleversement de son métabolisme (Niirnberger et al., 1994)
(Cf. Introduction, A 3.3). La perception du pathogéne est suivie par la génération de
molécules qui sont responsables de l'activation spécifique de voies métaboliques assurant
ainsi la diffusion d'un signal (Figure 50) ou l'initiation de réponse. Parmi ces molécules se
situent les EAQ, et des composes phénoliques comme des phénylpropanoides, et le SA apte a
développer une SAR.

En activant des séquences enzymatiques impliquées dans leur biosynthése ou dans leur
regulation, soit des phosphatases, des phospholipases (Dangl et al., 1996), des protéines G
(Low et Merida, 1995), ou des peroxydases (Niirnberger et al., 1994), en déclenchant des
échanges ioniques, via des canaux et des pompes ioniques (Vera-Estrella et al., 1994), les
EAO ont des effets immédiats et toxiques sur le pathogéne. Si l'attaquant n'est pas éliminé,

la plante continuera par se protéger en développant une réponse rapide d'hypersensibilité. Ce
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moyen naturel de défense conduit & l'apparition de nécroses autour des sites d'infection, tout
en déclenchant une cascade d'événements impliqués dans l'expression de réponses cellulaires
immédiates ou différées. Aussi sous l'action dEAO, de H,O; en particulier, les parois se
renforcent en modifiant ses composants (apparition de liaisons entre les protéines), ce qui
freine l'invasion du pathogéne.

Des séquences du métabolisme phénolique sont également activées au cours d'une
réponse HR (Harmmond-Kosack et Jones, 1996). Par exemple, l'induction des enzymes
phénoliques comme la PAL, la cinnamoyl-CoA, la chalcone-synthase (CHS) sont des
réactions précoces en réponse a l'attaque du pathogéne. Cette induction corrélée ou non a
l'activation des génes correspondants résulte en la synthése de lignines (Jaeck et al., 1992), de
SA (Ryals et al., 1996), ou de phytoalexines (Dixon et Paiva, 1995) (Cf. Chapitre 1, C 1). Si
l'agression continue ou si la défense n'est pas suffisante, ces réponses précoces sont relayées
(aprés quelques 10 heures ) par l'activation des geénes codant pour les PR-protéines,
l'activation du génome est alors implique dans les réponses de résistance.

En conclusion, les réponses précoces sont essentielles a la survie de la plante car elles
lui permettent de résister & un pathogéne ou un stress tout en mettant en place des systémes de
défense plus performants et plus spécifiques. Le réle physiologique important des réactions
précoces est vérifié par l'emploi d'inhibiteurs spécifiques. Par exemple, l'induction des
défenses précoces est supprimée par des composés inhibant des voies de transduction de
signaux comme des inhibiteurs de canaux ioniques (Ebel et al., 1995; Atkinson et al., 1996),
de phosphatases/ de protéine-kinases (acide okadoique, ou molécule Kjs;) (Popham ef al.,

1995) .
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Figure 50. Les mécanismes précoces de défense des plantes : relations avec les
principales cascades de transduction selon Harmmond-Kosack (1996).
BA, acide benzoique; BAG, acide benzoique glucosylé; B,H, acide benzoique 2-hydroxylase;
CA, acide t-cinnamique; CAT, catalase; C,Hjy, éthyléne; HPDase, hydroperoxidase; JA, acide
jasmonique; LOX, lipoxygénase; OGA, oligogalacturonanes ; PGases, polygalacturonases;
PGIS, inhibiteurs de polygalacturonase; L-Phe, L-Phénylalanine; Rp, récepteur ; k/p,
protéine-kinase ou phosphatase ; SA acide salicylique; SAG, acide salicylique glucosylé;

SOD, superoxyde dismutase; (-) ou (+), activation ou inhibition.
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2. Approche méthodologique

Dans ce chapitre, le travail a été focalisé sur des réactions précoces de défense
induites dans des suspensions de cellules (protoplastes) de végétaux par différents signaux.
Notre intérét est porté sur la production d'un "burst oxydatif' et sur l'activation du
métabolisme phénolique. Ces réactions sont impliquées dans la transduction du signal (cas
de certaines EAO comme O,"), dans des mécanismes de défense comme un renforcement de
barri¢re physique et/ou chimique (production de lignines, de phytoalexines, libération de
certaines EAO comme H,0, par exemple).

Plusieurs approches expérimentales ont été réalisées afin de mettre en évidence et
de caractériser la production du "burst oxydatif" et l'activation de la voie des
phénylpropanoides (de la PAL en particulier) en réponse & un traitement éliciteur. Ce
traitement de quelques minutes, réalisé¢ en présence ou non d'un effecteur, impliquera un
éliciteur utilisé & des concentrations pico-, nanomolaires.

Le matériel biologique soumis au stress biologique est représenté par des suspensions
de cellules (protoplastes) de Rubus. Comme dans la plupart des cas, le plasmalemme est le
siege de déclenchement des réponses physiologiques précoces nous avons axé notre travail en
priorité sur des suspensions de protoplastes de Rubus. En effet, de nombreuses séquences
oxydatives de transduction sont bien connues pour étre associées au plasmalemme. En plus,
au cours d'expériences préliminaires au CERMAYV, on avait observé que les réponses induites
dans des protoplastes étaient de 40-45% plus importantes que celles détectées dans les

cellules, qui en plus sont délayées dans le temps.

Les signaux fongiques utilisés comme éliciteurs pour les expériences rapportées dans

ce chapitre 3 sont:



179

(1) les fractions Ja, Jb et Jc préparées a partir de glycoprotéines isolés du mycelium de
Fusdrium sp. M7-1 (Cf. Matériels et Méthodes, A 2.2). Elles ont été¢ fournies par le
Professeur Shojiro Iwahara (Kagawa University, Faculty of Agriculture, Miki-Cho, Kagawa-
Ken Japan). Le signal Ja est un polysaccharide acide avec une masse moléculaire d'environ
50 kDa. Le squelette de base est formé par des résidus galactofuranosiques liés B (1— 6) avec
des branchements de type f-D-Manp (1->4) a-D-GlcA, o/B-D-Glcp, et B-D-Manp (1-2) B-
D-Manp (1—4) a-D-GIcA. Le signal Jb est une fraction oligosaccharidique neutre ayant une
masse moléculaire de 1,5 kDa environ. Les unités de base sont des résidus mannose liés
B (1-2), par exemple: B-D-Manp (1—)2) B-D-Manp-ol. Le signal Jc est un mélange
d'oligosaccharides acides avec une masse moléculaire de 1 kDa environ dont les composants
sont: (a) B-D-Manp (1—4) a-D-GIcA (1-2) B-D-Galf B (1-6) o-D-Manp (1-2) B-D-
Manp-ol et B-D-Manp (1—4) a-D-GlcA (1-2) B-D-Galf B (1—6) [a-L-Rha a (1>2) a-D-
Man (1-52)] a-D Man-ol; (b) a-D GlcNAc (1-4) a-D-GlcA (1-2) [(a-D GlcNac (1->4)]
o-D-GlcA (1-2) B-D Galf (1-6) [a-L Rha (1-2) a-D Man (1-2)] a-D Man-ol; (c) a-D
GleNAc (1-4) a-D-GlcA (1-2) a-D GleNac (1—4) a-D-GlcA (1-2) B-D Galf (1-6) a-
L Rha (1-2) a-D Man (1—2) Man-ol; (d) a-L Rha (1-52) a-D Man (1-2) a-D Man-ol-P.
(ii) la fraction nommée B3 préparée a partir du mycelium de Fusarium oxysporum sp.
Rappelons qu'au CERMAV, elle a été isolée a partir de la fraction brute B (Figure 23 B), et
qu'elle a été analysée sur un plan structural (Cf. Chapitre 2, C). Il s'agit d'un mélange de di- et
trisaccharides, dont la masse moléculaire a été évaluée a 480 Da;

Pour évaluer le potentiel éliciteur de ces différentes fractions, on s'est limité a
l'identification de réponses de défense en s'appuyant sur les données préliminaires du chapitre
1 puis en effectuant une analyse approfondie des deux réponses précoces initiées, EAO et
PAL. Dans les conditions expérimentales retenues, les signaux ont été utilisés a différentes

concentrations (1 pM a 100 nM) en présence ou non d'un effecteur.
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Pour les signaux B3, Jb et Jc, la concentration a été exprimée en molarité; pour celle
du signal Ja, elle a été exprimée par rapport 4 une unité de monomére.

Cest pour mieux comprendre la cascade de transduction impliquée dans la perception
du signal, ou pour avoir des données sur les voies métaboliques concernées par les réponses
physiologiques que l'on a utilisé des effecteurs comme des inhibiteurs ou des activateurs de
respiration mitochondriale (SHAM et antimycine), d'activité lipoxygénase (acides caféique,
stéarique, linoléique et PLA;), comme un inhibiteur de traduction (cycloheximide),. comme

des enzymes ou accepteur (CAT, SOD, Cyt c).

B. INDUCTION D'ESPECES ACTIVEES

D'OXYGENE

1. Généralités

Les EAO incluant 0,", H;0;, HO®, sont normalement présentes dans les cellules
saines, mais leur production comme outils de défense, a été rapportée au cours des situations
de stress environnementaux, des interactions plante-pathogéne ou éliciteur-cellule végétale.
Les EAO résultent du métabolisme oxydatif par le billet de cascade de réactions impliquant,
entre autres, les enzymes NAD(P)H oxydases, SOD, peroxydases, glutathion-transférase/
réductase, ou bien l'activation des génes codant pour ces enzymes. L'ensemble des ces
manifestations d'un stress oxydant est désigné par l'expression de génération d'EAO; c'est le
"burst oxydatif" selon I'expression des anglo-saxons.

Les EAO sont des oxydants redoutables capables. d'arracher des électrons aux

macromolécules organiques cellulaires, provoquant ainsi la peroxydation des lipides
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membranaires, la destruction des protéines, la détérioration de I'ADN et des chromosomes.
Les EAO sont utilisées comme des espéces toxiques contre le pathogéne, des activateurs de
certains génes de défense ou comme des messagers secondaires dans des étapes de
transduction.

Parfois les végétaux sont soumis a la toxicité des EAO, mais ils peuvent développer
des systémes constitutifs ou inductifs de protection et de réparatioﬁ afin de résister a des
agressions multiples et quotidiennes. Par exemple, la tolérance & I'oxygéne se traduit par un
équilibre entre la production d'EAO par le métabolisme cellulaire normal et leur élimination
par les capacités antioxydantes de la cellule. En général, la protection est réalisée grice a la
vitamine E ou tocophérol (TH;) a localisation membranaire capable d'éliminer les radicaux
peroxyles, ce qui empéche la propagation des réactions en chaine de la peroxydation lipidique
(réactions 8 et 9):

Réaction8: R'+TH; > RH+TH’

Réaction9: ROO®+TH, -» ROOH + TH’

Des glutathion-peroxydases ainsi que des phospholipases permettent 1'élimination des
peroxydes des membranes, lipides endommagés, augmentent le temps de vie normal des

membranes.

2. Caractéristiques des EAO

2.1 L'oxygéne moléculaire O,

Dans son état fondamental, O, est une molécule composée de deux atomes présentant
sur leur orbite électronique externe, 2 électrons célibataires de "spin" paralléles. Deux
électrons de méme "spin" ne pouvant occuper la méme orbite, I'oxygene ne peut accepter une

paire d'électrons ce qui limite sa réactivité. L'oxygéne moléculaire réagit cependant



182
extrémement bien avec d'autres centres paramagnétiques tels que les radicaux libres ou les
métaux de transition (fer ou cuivre).
Il est essentiellement formé dans les cellules végétales par l'activation photochimique.
La réduction de l'oxygene produit, par une suite d'échanges monoélectroniques, des

intermédiaires radicalaires plus ou moins toxiques pour les cellules vivantes.

2.2 L'anion superoxyde (O;")

Obtenu par réduction monoélectronique de l'oxygéne moléculaire, I'anion O," est un

monoradical paramagnétique, relativement peu réactif (réaction 10):
Réaction 10: O, +e —> 0,”

La production O," apparait dans une phase précoce de reconnaissance entre les
cellules de la plante et des substances libérées par le pathogéne bien avant sa pénétration dans
les cellules hotes (Doke, 1983). O, peut étre généré, soit électrochimiquement par
électrolyse de I'oxygeéne, soit chimiquement par auto-oxydation de quinones en semiquinones,
puis en hydroxyquinones ou par les métaux de transition (cuivre, fer...), soit biologiquement
par réduction de l'oxygéne par des flavines (riboflavines, FAD, FMN) ou par des enzymes
membranaires INAD(P)H oxydases, peroxydases, xanthine-oxydase).

Les NADPH oxydases conduisent directement 4 la production d'O,” par un mécanisme
régulé par phosphorylation ou déphosphorylation. Au cours d'interactions de type ligand-
récepteur, des EAO seraient libérées, d'aprés Mehdy (1994), soit par activation de la NADPH
oxydase 4 la suite de sa phosphorylation par des protéine-kinases (en réponse a une
augmentation du calcium intracellulaire), soit par activation de peroxydases membranaires.
Les NADPH oxydases isolées des plantes présentent une homologie de séquences avec celles

des neutrophiles (Segal et Abo, 1993; Groom et al., 1996) et des phagocytes (Morel et al.,
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1991). Cette hypothése est appuyée par des recherches récentes montrant, par exemple, que
les anticorps anti-NADPH oxydases isolées des mammiféres ont des réactions croisées avec
celles des végétaux. En plus, la production des EAO, chez les plantes, est supprimée par
Iutilisation des inhibiteurs de NADPH oxydase des mammiféres (Jones, 1994 ).
Les peroxydases sont aussi des sources de production d’EAO et notamment de 1'0,"
(Peng et Kuc, 1992). L’activité peroxydasique est augmentée au cours des interactions non-

compatibles plante-pathogéne (Vera-Estrella et al., 1992).
La toxicité de l'anion O," est limitée, car, étant une molécule chargée, il ne peut pas
pénétrer a travers le plasmalemme. Cependant sa toxicité découle de sa facilité & produire de

peroxyde d'hydrogeéne et de radicaux libres hydroxyle et perhydroxyle.

2.3 Le radical hydroxyle (HO") et le radical perhydroxyle (HOO")

L'anion O;" en miliéu acide forme un radical HOO® qui est un oxydant plus fort que
lui, et qui subit rapidement une dismutation (réactions 11, 12 et 13):

Réaction 11: O, + H' & HOO’

Réaction 12: HOO' + 0"+ H'— H,;0, + O,

Réaction 12: 2 H,0, > 2 H,0 + 0,

Le radical HO® est généré dans les cellules a partir de H,O, par une réaction catalysée
par la lumiére ou par des métaux de transition libres ou complexés (via des
métalloprotéines...). Ceux-ci sont recyclés, a leur niveau initial d'oxydation par I'intermédiaire
de différents agents cellulaires réducteurs (ascorbate, NAD(P)H, O,"). Ainsi la réduction de

H,0,, catalysée par les ions Fe**, conduit & la production de HO"® par la réaction de Fenton
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(réaction 14). Lorsque le fer (Fe**) est réduit par O,™ (réaction 15), le bilan global se traduit
par la réaction d'Haber-Weiss (réaction 16).
Réaction 14: H,0, + Fe** - HO® + HO + Fe**
Réaction 15: Fe** + 0, - Fe** + 0,
Réaction 16: H;0,+ 0, > HO® + HO + O,

Le radical hydroxyle et le radical perhydroxyle sont des espéces connues les plus
réactives. Ils réagissent spontanément sur leur site de formation avec toute molécule ou
structure membranaire. Is seraient impliqués dans la désorganisation des membranes au cours
de la réponse d'hypersensibilité, car ils peuvent pénétrer les membranes, arracher les ions H®
aux groupements diéniques des acides gras polyinsaturés (Jordan et Devaly, 1990). La
composition chimique des membranes est riche en acides gras polyinsaturés qui sont en effet,
des cibles privilégiées pour des attaques radicalaires.

Selon le mécanisme illustré dans la figure 51, au cours d'une phase d'initiation, le
radical hydroxyle arrache un atome d'hydrogéne & un atome de carbone d'un acide gras
polyinsaturé, produisant un R*. Au cours d'une phase de propagation, le R’ subit un
réarrangement moléculaire suivi d'une réaction avec l'oxygéne pour donner le ROO’, Celui-ci
réagit a son tour et arrache 'hydrogéne d'un autre acide gras polyinsaturé pour former un
ROOH et un nouveau R’. Cette oxydation des lipides se propage et s'amplifie d'un acide gras
a l'autre. La peroxydation lipidique est donc une des réactions radicalaires qui conduit a la
déstabilisation des édifices membranaires. Ceci a pour conséquence la muodification des
propriétés physico-chimiques des membranes cellulaires: variation de fluidité, changement de
perméabilité aux ions, variation de potentiel transmembranaire, et/ou activation de la voie

octadécanoidique.



185

HO-

OQH

H ‘//l reaction d'initiation

Ok = OCH

0

0
‘_ e

OOH

Rﬁ\ .00 ~

eaction de propagation M

l radical peroxyle

00H

< —
HOO
hydroperoxyde

Figure S51. Mécanisme général de peroxydation des acides gras polyinsaturés

membranaires

L'enzyme lipoxygénase (linoleate: oxygeéne oxydoreductase, EC 1.13.11.12) catalyse
la peroxydation des molécules qui contiennent des groupements cis, cis-1,4-pentadiéne
(Figure 52). Sa présence est ubiquitaire dans les tissus des plantes ol on trouve plusieurs
isoenzymes codés par des génes différents qui ont comme substrat 1’acide linoléique (C18 :2)

ou linolénique (C18 :3) (Figure 52).
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2.4 Le peroxyde d'hydrogéne ou eau oxygénée

La molécule H,0, n'est pas un radical libre mais il posséde un fort pouvoir oxydant. Il
est généré par réduction de O, dans des réactions de dismutation catalysées par des ions
métalliques ou par des complexes enzymatiques tels que les superoxyde-dismutases.

Les enzymes de type SOD (Bowler ef al,, 1992) sont des métalloprotéines qui
accélérent de 10* & 10° fois la dismutation de 'anion superoxyde en oxygeéne et en peroxyde
d'hydrogéne, sans consommer de cofacteur, selon la réaction (17).

Réaction17: 0, + 0" + H' - H,0, + O,

Selon I'ion métallique présent dans le site actif de 'enzyme, on distingue trois types de
SOD: (i) les Cw/Zn SOD localisées principalement dans le cytosol des cellules des Eucaryotes
et de quelques bactéries, dans les peroxysomes et dans les chloroplastes de certaines plantes;
(ii) les Mn SOD présentes essentiellement dans la matrice des mitochondries et qui sont
parfois associées & la membrane des chloroplastes; (iii) les Fe SOD, présentes surtout chez les
Procaryotes et dans les plastes de certaines plantes.

La transformation ou la destruction de H,O, est réalisée par différents types
d'enzymes: les catalases et les peroxydases.

Les catalases sont des métalloenzymes tétramériques contenant un complexe
héminique (Fe**-protoporphyrine) dans leur site actif. Elles convertissent le peroxyde
d'hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire selon la réaction 18:

Réaction 18: 2 H,0;, - 2 H,0 + O,

Elles sont essentiellement concentrées dans les peroxysomes de la plupart des cellules
aérobies.

Les peroxydases (glutathion-peroxydase, ascorbate_ peroxydase..), ayant pour la
plupart une structure héminique, assurent la destruction d'H,O, d'apres les réactions 19, 20,

21:
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Réaction 19: peroxydase + H,0; - composé I + H,O
Réaction 20: composé I + RH; — composé I1 + RH®
Réaction 21: composé II + RH; — peroxydase+ RH® + H,0

ou RH; est un substrat oxydé au cours de la réaction.

Le role clef du H,O, dans l'orchestration de la réponse d'hypersensibilité est bien
connu (Tenhaken et al., 1995), en particulier une fonction de molécule signal diffusant vers
les parties de la plante non infectées a été retenue. Ci-dessous, on rappelle les principaux roles
ou processus ou H,O; est impliquée:

(1) HyO; participerait au renforcement d'une barriére physique naturelle en induisant la
synthése de HRGP, de lignines (Olson et Varner, 1993) et en participant & la formation de
liaisons par oxydation entre des composants protéique pariétaux;

(ii) H;O; induirait des génes codant pour des protéines de detoxification limitant la
toxicité des EAO, comme la glutathion S-transférase, ou pour des protéines intervenant dans
la défense de la plante comme les enzymes phénoliques (PAL, chalcone-synthase et chalcone-
isomérase) ou comme les PR-protéines;

(iii) H,0, semble étre directement responsable de la mort cellulaire (apoptose) & partir
d'une concentration endogéne seuil supérieure a celle requise pour l'induction des génes de
défense;

(iv) H,0, diffuse dans les cellules voisines non infectées activant I'enzyme BA;H
implique dans la production de SA, molécule clef des réponses HR et SAR;

(v) H,O, est utilisée comme espéce toxique contre le pathogéne. Clest alors un
activateur de génes impliqués dans la défense (voir ii) ou comme messager secondaire dans

des étapes de transduction des signaux échangés entre la plante et le pathogéne (Fig 50).
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2.5. Autres radicaux libres centrés sur I'oxygéne

Les radicaux peroxyles (ROO") et alkoxyle (RO"), résultent le plus souvent de 'action
de HO®, par des réactions radicalaires en présence de l'oxygeéne , sur des molécules organiques
de type RH ou ROOH. En plus, ils peuvent se former a partir des hydroperoxydes qui se
décomposent en présence de fer, d'anion superoxyde ou de chaleur selon des réactions 22, 23,
et 24:

Réaction 22: ROOH + Fe** - RO® + Fe** + HO()

Réaction 23: ROOH + Fe** - ROO" + Fe** + H' ()

Réaction 24: ROOH + 0 — RO’ + 0, + HO()

Ces radicaux libres sont trés réactifs et & leur tour peuvent initier des nouvelles peroxydations.
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3. "Burst oxydatif" induit par des O-glycannes isolés de
glycoprotéines provenant de Fusarium sp. M7-1: détection

et caractéristiques biochimiques

L'état radicalaire est, en principe, trés instable et difficile & mettre en évidence par des
mesures directes. Selon l'approche méthodologique détaillée au Chapitre Mat et Met, B6, 7 et
8), nous avons quantifié des EAO induites par des fractions oligosaccharidiques, isolées de
Fusarium et utilisées comme signal pendant quelques minutes, et nous avons réuni des
informations sur les voies métaboliques impliquées dans leur production ou leur régulation.

Rappelons que :

- les techniques utilisées pour quantifier les EAO sont basées sur la réduction du Cyt ¢ selon
Doke et al. (1983)., la consommation d'oxygéne dans un électrode de Clark selon Dwyner et
al., (1996), et 'oxydation de la pyranine selon Apostol et al. (1989).

- les fractions Ja, Jb et Jc isolées de Fusarium sp. M7-1 ont été utilisées comme signaux a des
concentrations de 1 pM a 100 nM, en présence ou non d'effecteurs (SOD, CAT, antimycine A
plus SHAM, acide caféique, acide linoléique);

- la pendant génération des EAO pendant 15 min au plus, a été suivie dans des suspensions de
protoplastes de Rubus;

- tous les résultats d'enregistrement des cinétiques ont donné lieu a une exploitation des
données sur logiciel; 1 point sur les graphes présentés ci-dessous correspondra au traitement
des données de 4 courbes de cinétique, au moins, par échantillon, bien le définir pour l'oral

provenant de 3 sets indépendants d'élicitation.



191

3.1. Génération d'anion superoxyde

3.1.1. Réduction du Cyt c exogéne par les signaux Ja, Jb et Jc

On rappelle que la réduction en quelques minutes du Cyt résulte de la production
d'anion superoxide dans le milieu en réponse a I'éliciteur (Figure 11, courbe b).

D'aprés la courbe de dose-dépendance de la figure 53 (courbe Jc ), la réduction induite
par Jc conduit & une sinusoide pour des concentrations en éliciteur inférieures & 50 pM. La
concentration optimale de 10 pM, correspond a une réduction du Cyt ¢ équivalente a 7,45

l, soit une réduction 1,5 fois supérieure & celle observée pour les contrdles

nmoles min
(protoplastes non traités). A partir d'une concentration en éliciteur supérieure a 50 pM, la
réduction du Cyt ¢ croit avec un maximum de 8 nmoles min™ (soit 161 % par rapport au
contrdle) pour une concentration de 100 nM. La fraction Jb n'induit pas une réduction du Cyt
¢ (courbe Jb), mais la fraction Jc induit une réduction du Cyt ¢ & une concentration supérieure

4 50 pM. Cette réduction se chiffre a 6,45 nmoles min™ (soit 130 % par rapport au contrdle)

(courbe Jc).



192

180 r
)
€ 160 |
&
° Je
R
5 140 ¢
g‘ Ja
3 120 t
c Jb
0
5
° 100r
0
4

0 T i 1 L

-1 0 1 2 3 4 5

Log [C], pM

Figure 53. Génération d'O""; induite par les fractions Ja, Jb et Jc dans des protoplastes
de Rubus. 2.10° protoplastes de Rubus sont €licités ou non par les fractions Ja (courbe Ja), Jb
(courbe Jb) et Jc (courbe Jc) utilisées & des concentrations de 1 pM & 100 nM en présence du
Cyt ¢ (100uM). La cinétique de réduction du Cyt ¢ est suivie & 550 nm, et la vitesse de la
réaction, mesurée par AAsso min’!, est exprimée en % du contrdle (vitesse de réduction du Cyt
¢ dans des protoplastes non élicités et en l'absence d'effecteur). Une valeur portée sur le
graphe correspond a 4 courbes de cinétique, au moins, développées par échantillon provenant

de 3 sets différents d'élicitation.

3.1.2. Production d'0O",: modulation de la réponse d'élicitation

Nous avons modulé la production d'O"; induite dans des conditions expérimentales
optimales de réponse d'élicitation (génération O, de 7,45 nmoles min™ par la fraction Jc
une concentration de 10 pM) en présence des effecteurs: SOD (0,16 mg mL™), CAT (0,15 rhg
mL™"), antimycine A (150 pM) plus SHAM (20 pM), acide caféique (400 puM), acide
linoléique (40 pM). Ce travail (Figure 54) a été conduit dans la perspective d'identifier des
séquences de la cascade de transduction impliquée dans la production et transformation

d'EAO.
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Figure 54. Modulation de la génération d'O™", dans des protoplastes témoins (1) ou
élicités par la fraction Jc (2). 2.10° protoplastes en présence du Cyt ¢ (100uM) sont élicités ou
non par Jc (10 pM) en l'absence d'effecteur (A), ou en présence d'un effecteur B, C ou D: B,
acide linoléique (40 uM); C, acide caféique (400 uM); D, SHAM (20 uM) plus l'antimycine
A (150 uM). La vitesse de la réduction mesurée ( AAssomin ) est exprimée en % du contrdle
(protoplastes non élicités en 1'absence d'effecteur). Une valeur portée sur le graphe correspond
a 4 courbes de cinétique, au moins, développées par échantillon provenant de 3 sets différents

d'élicitation.

L'apport d'un effecteur résulte en un changement de la production d'O™;. D'aprés la
figure 54, on note que la production d'O""; dans les protoplastes non élicités (A, ligne 1) est
augmentée par l'acide linoléique (40 uM) (B, ligne 1) dans la mesure ou elle atteint 160 %.
Par contre, elle ne varie pas en présence d'acide caféique (400 uM) (C, ligne 1) et elle
diminue & 25 % avec l'effecteur antimycine A (20 uM) plus SHAM (150 uM) (D, ligne 1). En
présence du signal Jc, les réponses sont différentes: le traitement éliciteur augmente a 150 %

la génération d'O"; (A, ligne 2). Cette production s'abaisse 4 110% en présence d'acide
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linoléique (40 pM) (B, ligne 2), ou & 125 % en présence d'acide caféique (400 uM ) (C, ligne
2) ou a 57 % apres l'addition d'antimycine A (20 pM) plus SHAM (150 uM) ) (D, ligne 2).
On a observé que la présence de SOD (0,16 mg mL"') dans le milieu inhibe
partiellement la réponse d'élicitation mais il n'y a pas eu de changement significatif en

présence de catalase (0,15 mg mL™) (non illustré).

3.2. Consommation d'oxygéne

3.2.1. Consommation d'oxygéne induite par les signaux Ja, Jb et Jc

On rappelle qua la teneur en oxygéne dans des suspensions de protoplastes a été suivie
a l'aide d'une électrode de Clark (Figure 12). Cette teneur dépend a la fois de la respiration
mitochondriale et du potentiel rédox du plasmalemme qui lui dépend étroitement du
traitement éliciteur. Par exemple 1'application de Jc résulte, aprés un temps court d'interaction
de 1 a4 2 minutes, en une augmentation de la consommation d'oxygéne (Figure 12, courbe b)
par rapport a celles des protoplastes de contrdle (Figure 12, courbe a).

D'aprés la courbe de dose-dépendance de la figure 55, l'effet de l'éliciteur Jc est
optimal pour la dose de 10 pM (courbe Jc). Cet effet a été évalué 4 17 nmoles O, min™, soit
une consommation d'oxygéne 2 fois plus importante que pour les contrdles (protoplastes non
traités). Des concentrations supérieures 4 50 pM n'induisent pas de modification plus
importante.

L'inducteur Jb n'induit qu'une faible activation de la consommation d'oxygéne (9,4
nmoles O, min™}, soit 110 % par rapport au contréle) 4 la concentration de 1 nM environ. En
ce qui concerne l'inducteur Ja, il est efficace & la concentration élevée de 100 nM environ, ce
qui correspond a une consommation d'oxygéne de 12,75 nmoles O, min™ (soit 150 % par

rapport au contrdle).
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Figure 55. Consommation d'oxygéne induite par les fractions Ja, Jb et Jc dans des
protoplastes de Rubus. 2.10° protoplastes suspendus dans un tampon Tris HCI1 (pH 4,8) sont
élicités ou non par les fractions Ja (courbe Ja) , Jb (courbe Jb) et Jc (courbe Jb) utilisées a des
concentrations de 1pM a 100 nM. La vitesse de la consommation d'oxygéne (nmoles O, min
1Y est exprimée en % du contrdle ( protoplstes non traités). Une valeur portée sur le graphe
correspond a 4 courbes de cinétique, au moins, développées par échantillon provenant de 3

sets différents d'élicitation.

3.2.2. Consommation d'oxygéne: modulation de la réponse d'élicitation

Pour identifier des séquences d'oxydo-réduction impliquées dans la réponse
d'‘élicitation, la consommation optimale d’oxygéne induite par la fraction Jc (10 pM) a été
modulée en présence d'un effecteur: PLA; (8 pg mL™), acide caféique (400 uM), acide
stéarique (40 uM) et acide linoléique (40 pM). Les résultats sont les suivants (Figure 56):

- la consommation d'oxygéne est augmentée par le traitement éliciteur car elle est multipliée
d'un facteur 2 (A, ligne 2) par rapport a celle du contrdle (A, ligne 1). Elle est encore
amplifiée 4 241 % en présence de la PLA; (B, ligne 3), 2 223 % en présence d'acide stéarique
(C, ligne 5) ou 4 230 % en présence d'acide linoléique (D, ligne 7). On note que l'acide
caféique diminue 4 171 % la consommation d'oxygéne induite par PLA; (B, ligne 4) ou a
154% celle induite par l'acide linoléique (D, ligne 8). Par contre, l'acide caféique est sans

action sur la consommation induite par l'acide stéarique (C, ligne 6).
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Figure 56. Modulation de la consommation de 1'oxygéne dans des protoplastes élicités
par la fraction Jc . 2.10° protoplastes suspendus dans un tampon Tris HCl pH 4,8 sont élicités
par la fraction Jc (10 pM) en présence (conditions B, C et D) ou non (condition A) d'un
effecteur. Réponse des protoplastes témoins en (1). Réponse des protoplastes élicités en
l'absence d'effecteur en (2) ou en présence d'un effecteur (3-8): en B, addition de la PLA; (8
pg mL™) (3) puis de l'acide caféique (400 uM) (4); en C, addition de l'acide stéarique (40
pM) (5) puis de l'acide caféique (400 uM) (6); en D, addition de I'acide linoléique (40 pM)
(7) puis de l'acide caféique (400 pM) (8). La vitesse de la consommation (n moles O min) a
été exprimée en % du contrdle (vitesse dans des protoplastes non-élicités et en l'absence
d'effecteur). Une valeur portée sur le graphe correspond & 4 courbes de cinétique, au moins,

par échantillon provenant de 3 sets d'élicitation différents.
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3.3. Production de H,0,

3.3.1. L'oxydation de la pyranine

La production de HO; selon le processus d'oxydation décrit ci-dessus dans le paragraphe 2

(réaction 18) est générée par 'application d'un signal.

Réaction 18: H;0; + Pyranine (réduite) - HO® + HO + Pyranine (oxydée)

Le processus d'oxydation est visualisé par une baisse de la fluorescence & 512 nm dans
la suspension de protoplastes élicités, et comparé a celui présent dans les protoplastes non-
élicités (Figure 13).

Des suspensions de protoplastes de Rubus incubées d'abord en présence de CAT (0,15
mg mL™) (afin d'éliminer I'H,0; endogéne) sont élicitées ou non par les fractions Ja, Jb et Jc
et la diminution de fluorescence de la pyranine est suivie 2-3 min aprés l'application du signal
Jc, une baisse de fluorescence de la pyranine se détecte; par contre les fractions Ja et Jb n'ont

pas d'effet significatif (non representé).

L'influence de la concentration de la fraction Jc sur la production de H,O, montre une
courbe (Figure 57, courbe Jc) comportant des similitudes avec celle obtenue pour la réduction
du Cyt ¢ (Figure 54). En effet, la courbe est sinusoidale et un effet optimal se détecte pour une
concentration en éliciteur de l'ordre de 10 pM: dans ce cas, la vitesse maximale d'oxydation de
la pyranine est égale a2 177 % du contrdle, ce qui correspond & une génération de 2,25 uM

Hy0,.
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Figure 57. Effets des signaux Ja, Jb et Jc sur la fluorescence de la pyranine dans des
suspensions de protoplastes de Rubus. 2.10° protoplastes suspendus dans un tampon
phosphate (pH 7,4) contenant du Tween (0,1%), de la pyranine (0,2 uM) sont élicités ou non
par les fractions Ja (courbe Ja), Jb (courbe Jb) et Jc (courbe Jc) (1 pM -100 nM). La baisse de
fluorescence de la pyranine est suivie, et la vitesse de la réaction (AFs;» min'l) est exprimée en
% du contrdle (vitesse dans des protoplastes non élicités). Une valeur portée sur le graphe
correspond a 4 courbes de cinétique, au moins, développées par échantillon provenant de 3

sets différents d'élicitation.

3.3.2. Production de H,O,: modulation de la réponse d'élicitation

La production d'H,0; induite par la dose optimale de 10 pM en éliciteur a été modulée
par un effecteur: SOD (0,16 mg mL™), acide linoléique (40 pM), acide stéarique (40 uM) ou
acide caféique (400 uM). |

La figure 58 indique que la production de H,0, dans des protoplastes témoins (A,
ligne 1) est augmentde a 177 % par le signal Jc (A, ligne 2). Cette réponse d'élicitation est
amplifiée & 191 % par I'enzyme SOD (A, ligne 3), alors que l'acide stéarique ne produit pas de
changement (A, ligné 6) et l'acide linoléique produit une baisse de la fluorescence 4 35,4 %
(A, ligne 4). L'acide caféique ne modifie pas la réponse abtenue en présence de l'acide
stéarique (A, ligne 7) mais léve l'effet de I'acide linoléique dans la mesure ou la production de

I'H,0; s'éléve & 83 % (A, ligne 5).
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Figure 58. Modulation de la génération de 1'H,0,. 2.10° protoplastes en suspension dans un
tampon phosphate (pH 7,4) contenant du Tween (0,1%), de la pyranine (0,2 uM) sont élicités
par la fraction Jc (10 pM) en présence d'un effecteur (conditions B, C et D) ou non (condition
A). Réponse des protoplastes témoins en (1). Réponse des protoplastes élicités en l'absence
d'effecteur en (2) ou en présence d'un effecteur (3-7): en B, addition de SOD (0,16 mg mL™)
(3); en C, addition d'acide linoléique (40 uM) (4) suivie de l'acide caféique (400 uM) (5); en
D, addition de l'acide stéarique (40 uM) (6) suivie de l'acide caféique (400 M) (7). La baisse
de fluorescence de la pyranine est suivie, et la vitesse de la réaction (AFs); min™) est
exprimée en % du contrdle (vitesse dans des protoplastes non élicités). Une valeur portée sur
le graphe correspond & 4 courbes de cinétique, au moins, développées par échantillon

provenant de 3 sets différents d'élicitation.
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C. REPONSE D'ELICITATION PAL

1. Généralités

On rappelle que chez les végétaux, un stress d'origine biotique ou abiotique induit
I'activation de certaines voies métaboliques dont celle des phénylpropanoides. Cette voie est
impliquée dans la défense car elle génere les métabolites secondaires phytoalexines, lignines
et SA.

Par référence & la figure 24, l'activation de la PAL est 1'étape déterminante dans la
production de métabolites de résistance au stress. L'enzyme PAL est I'enzyme clef de la
voie des phénylpropanoides (unités Cg-C3) représentées par les acides p-coumarique,
caféique, férulique, ou sinapylique qui, sous la forme d'esters de coenzyme A sont des
précurseurs des lignines et des flavonoides (Dixon et Pavia, 1995). Ainsi la PAL controle la
synthése des flavonoides qui sont des unités C15 résultant de la condensation d'une unité
cinnamoyl-CoA avec des molécules de malonyl-CoA. Certains d'entre-eux sont des
phytoalexines a fonction fongicide ou bactéricide (Kuc, 1985), ou des composants qui
limitent les effets nuisibles des radiations U.V. (Lois, 1994), ou des signaux de
reconnaissance, c'est le cas de la lutéoline, flavone nécessaire a la symbiose des Rhizobiacées
avec des légumineuses (Peters et al., 1986). La PAL contrdle la synthése des composés
benzoiques (unités Cg-C1) qui sont des agents antifongiques (comme les acides benzoique,
protocatéchique, gentisique et gallique), des bactéricides (comme l'acide chlorogénique)
(Grayer et Harborne, 1994) ou qui, comme d'acide salicylique, ont une fonction hormonale
intervenant dans des processus de défense mais aussi dans des étapes clefs du développement

des plantes.
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L'activation de la PAL, a la suite d'un stress ou d'une agression par un pathogéne, se
manifeste précocement et/ ou tardivement. Les bases moléculaires de la réponse précoce est
mal connue. On sait qu'elle s'accompagne d'une synthése d'ARNm et de modifications post-
traductionnelles. Par contre, la synthése de novo qui accompagne l'expression tardive est bien
analysée.

L'étude des voies du métabolisme phénolique est difficile & réaliser pour différentes
raisons: (i) la synthése des produits fait intervenir, le plus souvent, plusieurs enzymes
associées en complexes membranaires (Hrazdina et Jensen, 1992); (ii) en fonction de la
nature du signal, de la molécule réceptrice et de 'état physiologique de la plante, la synthése
phénolique est orientée vers l'une ou l'autre voie; (iii) de plus, les phénols font I'objet d'une
compartimentation tissulaire ou intracellulaire; (iv) enfin, s'ils peuvent s'accumuler dans un
organite ou un tissu , ils peuvent aussi se déceler a I'état de traces; (v) quand ils sont présents
4 des concentrations élevées, ils s'aveérent toxiques pour l'organisme, mais leur
compartimentation (une accumulation dans des vacuoles par exemple) assure une protection
de la cellule. Ainsi, leur synthése au cours d'un stress peut étre compensée par une rapide
dégradation ou un stockage sous des formes inactives; (vi) enfin, l'activation du métabolisme
phénolique peut se produire sans entrainer de changements au niveau du métabolisme

primaire.
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2. Approche méthodologique

L'approche méthodologique relative & 1'analyse de la réponse d'élicitation PAL, a été
détaillée ci-dessus (Cf. Chapitre 3, A 2). Des suspensions de cellules ou de protoplastes de
fraction B3 isolé de Fusarium oxysporum sp. (Figure 49). L'éliciteur utilisé a la concentration
de 100 nM a été incubé, en présence ou non d'un inhibiteur de la traduction (la
cycloheximide) (1 uM) pendant des temps variables jusqu'a 30 h.

L'activité enzymatique PAL a été testée selon Zuker et al. (1965) (Cf. Matériels et
Méthodes, B 3.5), des produits réactionnels PAL ont été extraits selon Khan et Vaidyanathan
(1986) et analysés par chromatographie sur couches minces de silice, en spectrophotométrie
U.V, ou en HPLC-PAD (Cf. Matériels et Méthodes, B 3.3).

En ce qui concerne 1'identification des produits réactionnels de la PAL, elle se fait
couramment par HPLC couplée & une détection en U.V. ou en fluorescence (Rasmussen et al.,
1991), ou par HPLC couplée a une analyse par chromatographie en phase gazeuse (couplée &
un spectrométre de masse (Orr ef al.,, 1993). Cependant les performances d¢ ces techniques
demeurent limitées quand on les applique a 1'identification et a la quantification, & une échelle
nanoanalytique, des phénols. Par exemple, la spectrométrie de masse requiert quelques pg de
produit pour son identification, ce qui exclue une étude dynamique des voies de biosynthése.
Les mémes restrictions s'appliquent aux techniques reposant sur l'utilisation de substrats
radiomarqués qui, en outre, ne permettent pas de suivre sélectivement une voie donnée.

En ce qui nous concerne, nous avons opté pour la technique HPLC-PDA. Cette
technique a permis de lever ces restrictions. Dans les années 80, I'identification de composés
en HPLC a fait d'énormes progrés avec l'introduction des détecteurs a barrette de diodes

(Figure 59) qui permettent, & partir de chaque produit élué, de réaliser un spectre d'absorption
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U.V /visible, et de calculer des paramétres contrdlant sa pureté et son identité (Figure 60).
Une colonne HPLC couplée a un détecteur U.V./visible & barrette de diodes rend, en effet,
possible la séparation et I'identification simultanées des éluats. Par le traitement informatique
des signaux on obtient, (i) des informations découlant de la structure chimique sont analysées
en s'appuyant sur des banques de données et elles demeurent fiables lorsque 1'analyse porte
sur des picomoles de métabolites; (ii) 'homogénéité de chaque pic élué est contr6lée (Fallick
et Romano (1995). Ainsi, la pureté de I'éluat est appréciée par le paramétre "purity angle", un
produit étant pur si ce parametre est proche de 0° et inférieur au paramétre "purity threshold"
qui, lui, tient compte de la ligne de base fluctuant selon les conditions expérimentales (pH,
solvant, température...). L'identification des produits se fait a partir des paramétres "match
angle" et "match threshold" calculés d'aprés les données vectorielles des spectres U.V./ visible
des produits élués et analysées par référence a des standards. Si le paramétre "match angle"
est proche de 0° le produit analysé est analogue au standard, ceci avec une erreur
expérimentale évaluée d'aprés le paramétre "match threshold" qui tient compte des conditions
d'élution (pH, température, solvant...).

Grille . Fente
holographique t

Lampe

Figure 59: Détecteur UV/Visible & barrette de diodes (Waters modéle 996).
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Figure 60. Exemple de profil d'élution HPLC-PDA. Les composants phénoliques de
référence sont élués d'une matrice chromatographique (phase inverse de type RP-18; 125 mm
X 4 mm; diamétre des particules 5 pm) par une phase mobile constituée des solvants I (5%
d'acide acétique dans l'eau, v/v) et II (MeOH). Les conditions d'élution sont, dans ce cas, un
gradient isocratique de 20 % de II dans I pendant 0-5 min, un gradient linéaire de 20 a 80 %
de I dans I pendant 5-35 min, un gradient isocratique de 80% de II dans I pendant 35-45 min.
Le volume d'injection de 'échantillon est de 100 pl, et le débit de la colonne est de 1 ml. min”
!. La détection est effectuée simultanément 4 260 nm & 600 nm a l'aide d'un détecteur a

barrette de diodes.
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3. Induction de la PAL par des O-glycannes isolés de

glycoprotéines provenant de Fusarium sp. M7- 1
3.1. Détection

L'évaluation de l'activation PAL repose sur la mesure de la densité optique a 290 nm
de milieux réactionnels renfermant des extraits enzymatiques isolés de protoplastes élicités
ou non pendant 30 min. par les fractions Ja, Jb et Jc (Cf. Chapitre 3, A 2). La figure 61
indique que seul le signal Jc est fortement actif avec une valeur de R 4 108 correspondant &
une activité de 900 pkat (kg protéine)™. On note que le potentiel éliciteur du signal Ja est de

R 4 15, soit de 125 pkat (kg protéine)” et que la fraction Jb n'induit pas de réponse PAL.

120}
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Figure 61. Réponse PAL induite par les fractions Ja, Jb et Jc isolées de Fusarium sp.
M7-1. 2.10° protoplastes de Rubus sont incubés pendant 30 min en présence ou non d'une
fraction utilisée a la concentration de 100 nM. Les extraits enzymatiques PAL préparés a
partir des protoplastes élicités (Ja, Jb et Jc) ou non (C) sont incubés pendant 30 min & 37°C
avec 2,25 mM L-Phe, et l'activité PAL est suivie par spectrométrie 4 290 nm. L'activité
enzymatique mesurée par la vitesse de réaction (AAzgg min") est exprimée en pkat (kg
protéine)™!; l'activation PAL est donnée par le rapport R (activité dans les protoplastes é€licités
sur l'activité dans les protoplastes de contrdle au temps to). L'activité PAL est exprimée en
pkat (kg protéine)” ou en R (le rapport de I'activité dans des pgotoplastes élicités sur 'activité
dans des protoplastes non-élicités). Une valeur sur le graphe correspond au traitement des
données relatives a 4 courbes de cinétique, au moins, développées par échantillon provenant

de 3 sets indépendants d'élicitation.
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3.2. Caractérisation

Des cinétiques PAL ont été développées en utilisant des extraits PAL provenant de
suspensions renfermant au moins 85-90 % de protoplastes vivants incubés pendant 30 min
ou pendant des temps variables avec I'éliciteur le plus actif (soit Jc) utilisé 4 la concentration

de 100 nM (Figure 62).
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Figure 62. Cinétique de réponse PAL induite par la fraction Jc isolée de Fusarium sp.
M7-1.2.10° protoplastes de Rubus sont incubés pendant un temps variable (de 0 & 30 h) avec
la fraction Jc (100 nM) en présence (courbe a ) ou non (courbe b) de cycloheximide (1 uM);
la courbe ¢ correspond i la cinétique développée dans des protoplastes non élicités en
l'absence de cycloheximide. Les extraits enzymatiques PAL des protoplastes élicités ou non
sont incubés pendant 30 min 4 37°C avec 2,25 mM L-Phe, et l'activité PAL est dosé par
spectrométrie 4 290 nm. L'activité enzymatique mesurée par la vitesse de réaction (AAzg9 min’
1Y est exprimée en pkat (kg protéine)”; I'activation PAL est donnée par le rapport R (activité
dans les protoplastes élicités sur l'activité dans des protoplastes-de contrdle au temps t; ). Une
valeur sur le graphe correspond au traitement des données relatives a 4 courbes de cinétique,

au moins, développées par échantillon provenant de 3 sets indépendants d'élicitation.
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La figure 62 indique que la courbe d'activation PAL en réponse au signal Jc a une
allure sinusoidale (courbe a): le traitement éliciteur induit en 30 min, une activation rapide et
transitoire de l'activité PAL de l'ordre de 900 pkat (kg protéine)™, soit une activation de
valeur R égale 4 108. Pour un temps long d'¢licitation, au-dela de 20 h, un deuxiéme pic
s'amorce correspondant & une réponse PAL de l'ordre de 750 pkat (kg protéine)’ soit une
valeur R de 90 pour 30 h de traitement. On observe que la présence de cycloheximide (courbe
b) atténue largement la réponse PAL tardive qui est de 21 % seulement alors que son effet est
moindre sur la réponse précoce maintenue & 88 %. L'activité PAL dans des protoplastes non
traités (courbe c) est faible et elle ne fluctue pas d'une fagon significative jusqu'a 20 h.

Au cours d'un traitement éliciteur d'une courte durée, inférieur a 5 heures, I'activité
spécifique PAL croit alors que le taux de protéines extractibles ne change pas; au dela de 5
heures, la teneur en protéines extractibles croit d'un facteur 5 indiquant par rapport & celles
d'une courte durée, ce qui indique l'existence d'une synthése de novo de l'enzyme (non

représenté).

3.3 Identification des produits réactionnels

3.3.1. Données préliminaires

Des extraits bruts PAL, préparés a partir de 2.10° protoplastes élicités ou non par la
fraction Jc (100 nM) ont été incubés pendant 4 h & 37°C en présence de 2,25 mM L-Phe; les
composés phénoliques du milieu réactionnel, extraits quantitativement par acétate d'éthyle ont
été analysés par CCM, et les caractéristiques spectrométriques ont été déterminées. Les
données préliminaires obtenues ont été ensuite utilisées pour mettre au point des conditions

d'analyse par HPLC-PDA.
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(1) Analyse par chromatographie sur couches minces de silice.

Les produits réactionnels déposées sur couches minces de silice ont migré a 1'aide du
solvant A: toluéne/ MeOH/ acétate d'éthyle (10: 1: 1, v/v). La détection est réalisée sous U.V.
(254 nm) et/ ou par une révélation a liode. On note que l'échantillon provenant de
protoplastes é€licités présente 2 spots majeurs de Re de 0,7 et 0,87; les produits issus des
protoplastes témoins présentent approximativement le méme chromatogramme, mais en
quantité 3 fois plus faible environ (non représenté). Les standards analysés dans les mémes
conditions donnent les valeurs suivantes de Rf : vanilline (Rf de 0,6), acide t-cinnamique (Rf
de 0,4), acide férulique (Rf de 0,08); aldéhyde salicylique (Rf de 0,85).

(ii) L'analyse par spectrophotométrie.

Les produits réactionnels extraits de 1'activité PAL provenant de protoplastes élicités
ou non sont solubilisés dans un milieu éthanolique et analysés par spectrophotométrie a des
longueurs d'ondes variables (entre 240 et 340 nm).

En milieu éthanolique, le spectre des produits réactionnels issus de protoplastes non
élicités présents une absorbance maximale (Apax) @ 275 nm, tandis que les produits
réactionnels des protoplastes élicités ont un Apmax & 262 nm. Le déplacement bathochrome en
milieu alcalin dans les 2 cas (protoplastes élicités ou non) est de quelques 2 nm. Par contre le
déplacement bathochrome induit par le réactif AICI3 n'est pas significatif (non représenté).

En réponse a l'éliciteur plusieurs produits réactionnels PAL sont détectables d'une
polarité proche de celle d'unités phénylpropanoides Cg-C3 (272 nm); en plus, ces produits
auraient des groupement méthoxylés (aprés leur co-migration avec des standards et d'apres
le déplacementn bathochrome). L'dentification des produits réactionnels est trés difficile &
faire avec ces techniques en raison de la multitude des familles des produits qui peuvent
présenter les mémes caractéristiques; néanmoins, on retiendra 'hypothése d'unités

cinnamiques et/ou benzoiques.
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3.3.2. Analyse par HPLC-PAD

Les analyses préliminaires rapportées ci-dessus permettent proposer que plusieurs
unités cinnamates pourraient étre parmi les produits réactionnels PAL. Ces données seront

retenues pour choisir la polarité des solvants de 'analyse HPLC-PDA.

(i) Définition des conditions expérimentales d'analyse HPLC-PDA

Afin d'analyser par HPLC-PAD les produits réactionnels des extraits PAL issus des
protoplastes élicités ou non, nous avons utiliser une colonne de type RP-18 avec la phase
mobile: sovants I (acide acétique 5 % (v/v)) et II (méthanol). Les conditions d'élution choisies
sont un gradient isocratique de 15 % de (II) dans (I) pendant 5 min puis, de 5 & 35 min, un
gradient linéaire allant de 15 % de (II) dans (I) a 80 % de (II) dans (I), et enfin, de 35-45 min,
un gradient isocratique de 80 % de (II) dans (I) (Figure 60).

Dans un premier temps on a enregistré le profil d'élution des standards externes, on a
noté les temps de rétention (Tr), et les caractéristiques spectrophotométriques des produits
(absorption sous U.V. 4 256 nm, 280 nm et 310 nm) et on a effectué une quantification a 310
nm par référence 2 la surface du pic. La valeur (Tr ) des standards externes sont de 8,54 min
pour la vanilline, de 13,45 min pour l'acide férulique et de 22,57 min pour l'acide r-

cinnamique.
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(ii) Analyse des échantillons provenant des protoplastes élicités ou non

Les chromatogrammes a 256 nm des produits phénolique des milieux réactionnels
PAL issus des protoplastes élicités par la fraction Jc (Figure 63 B) donnent les pics majeurs F,
X1, X2, X3, X4, X5 ayant des temps de rétention (Tr) a 13,45; 31,07 min., 33,1 min., 37,6
min., 40,74 min. et 42,37 min. respectivement. Les chromatogrammes provenant des
protoplastes de contrdle (Figure 63 A) montrent des quantités plus faibles de produits (pic X4)
ou plus élevées (cas des pics X1, X2, X3 et X5.), mais le pic F (Tr 4 13,45 min ) est absent.

La détection a 310 nm (Figure 63 C) révele que le pic F est homogéne, et, par
référence a I'analyse d'un standard, il a été identifi€¢ 4 de l'acide férulique. Ce pic se détecte
dans I'échantillon élicité (courbe b) et il est absent dans le chromatogramme des témoins
(courbe a). Par contre, les autres produits n'ont pas été identifiés. La quantification des
produits phénoliques 4 256 nm montre que I'application de la fraction Jc (100 nM) & 2.10°
protoplastes pendant 30 min induit une accumulation de 1,3 nmoles d'acide férulique. De
méme, le signal Jc fait décroitre d'un facteur 0,4, 0,45, 0,42 et 0,37 les pics X1, X2, X3 et X5
respectivement, et fait croitre d'un facteur 1,7 le pic X4 . Ces données démontrent que la
réponse d'élicitation induite par Jc ne se limite pas a l'activation de l'enzyme PAL mais qu'elle
provoque l'activation d'un complexe enzymatique comprenant la PAL et d'autres enzymes de

la voie des phénylpropanoides dont une cinnamate 3-O-méthyltransférase.
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Figure 63. Profil chromatographique HPLC des phénols issus des milieux réactionnels
PAL obtenus a partir des protoplastes de Rubus élicités pendant 30 min par la fraction Je (100
nM) (A) (C) ou non traités (B). Les composants phénoliques d'un milieu réactionnel sont
déposés sur une colonne RP-18 et élués avec la phase mobile qui est un mélange de solution I
(acide acétique 5 %) et de solution II (MeOH). La programme d'élution a été: entre 0 et 5 min
un gradient isocratique réalisé par 15 % de Il en [; entre 5 et 35 min un gradient linéaire de
15% de Il en I jusqu'a 80 % de Il en I et entre 5 et 45 min un gradient isocratique de 80 % de
II en I. Le volume d'injection de I'échantillon est de 100 pl, et le débit de la colonne est de 1
mL min. La détection a été effectuée simultanément a 260 nm-(A, B) et 2 310 nm (C) 4 I'aide

d'un détecteur a barrette de diodes.
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4. Caractérisation de la réponse PAL induite par des signaux isolés

de Fusarium oxysporum sp.

Le travail préliminaire d'investigation sur le potentiel éliciteur de fractions isolées de
Fusarium oxysporum sp. réalisées dans le laboratoire CERMAV avait permis de sélectionner
la fraction B3 comme signal induisant le marqueur PAL. Dans le cadre de ce chapitre 3, nous
avons poursuivi l'analyse de la réponse PAL induite par cette fracﬁon.

On rappelle que la fraction B3 a été isolée de Fusarium oxysporum sp. (Figure 23 B),
et qu'elle a été identifiée & un mélange di- et trisacchariques (Figure 49). Ceci nous a permis
d'exprimer la quantité en molarité. B3 induit une activation PAL évaluée & R égal 4 18 (Figure
28 A) dans des suspensions de 4.10° cellules traitées pendant 30 min.

Dans ce chapitre, la réponse PAL a été étudiée comme cela a été détaillé ci-dessus
pour la réponse induite par la fraction Jc: elle a été suivie au cours du temps et les produits

réactionnels ont été analysés par CCM et par HPLC-PAD.

4.1. Caractérisation

Des cellules de élicitées par la fraction B3 (100 nM) révélent une courbe de cinétique PAL
similaire a celle présentée pour I'éliciteur Jc de la figure 62 (courbe b). Cette courbe non représentée
ici montre 2 pics PAL: les cellules ont une réponse Pal précoce vers 30 min (R de 18, soit 150 pkat
(kg protéine)™') et une deuxiéme activation aprés 20 h d'élicitation avec la valeur R de 23 (soit
191,6 pkat (kg protéine)™) aprés 30 h. De méme, la réponse en présence de cycloheximide (1 pM)
est similaire & celle illustrée pour la fraction Jc (Figure 63, courbe a). En effet, en présence de
cycloheximide la réponse précoce est maintenue a 92 % (soit une inhibition de 8 %) et la réponse

tardive vers 30 h correspond a une inhibition de 78 % .
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4.2. Identification des produits réactionnels PAL

4.2.1. Données préliminaires

(1) Analyse par chromatographie sur couche mince de silice

Les produits réactionnels issus des échantillons PAL provenant des cellules élicitées
par la fraction B3 ou non sont déposés sur des couches minces de silice en présence des
standards (aldéhyde salicylique, vanilline, acide f-cinnamique et acide férulique). Apres
migration en présence du solvant: A, toluéne/ MeOH/ acétate d'éthyle (10: 1: 1, v/v) et
détection sous U.V. (254 nm) avant ou/et aprés révélation & l'iode, les résultats sont les
suivants (non représenté): I'échantillon des cellules élicitées ou contrdle présentent un seul
spot avec un Rf de 0.87 (le standard aldéhyde salicylique a un Rf de 0,85). La seule différence
détectable par cette technique entre élicité et contrdle porte sur la concentration en produits
réactionnels de 2 fois plus élevée dans I'échantillon élicité que dans le contrdle.
(ii) L'analyse par la spectrophotométrie

Les produits réactionnels issues des cellules élicitées ou non sont solubilisés dans un
milieu éthanolique et analysés par la spectrophotométrie & des longueurs d'ondes variables
(entre 240 et 340 nm).
On observe que I'échantillon provenant de cellules élicitées a un pic d'absorbance a 260 nm

tandis que celui du contréle présent un maximum d'absorbance vers 275-280 nm.

4.2.2. Analyse par HPLC-PAD

Les analyses ont été réalisées dans les mémes conditions que celles décrites dans le
paragraphe C 3.3.2. Les résultats de la figure 64 montrent: (i) le chromatogramme de
I'échantillon provenant de cellules élicitées présente 5 pics majeurs appelés S, Y1, Y2, Y3 et
Y4 ayant un temps de rétention de 13,57; 33,1; 37,6; 39,4 et respectivement 40,74 min
(Figure 64 B); (ii) le chromatogramme de l'échantillon provenant du contrdle a 3 pics

majoritaires Y1, Y2 et Y4 ayant un Tr de 33,1; 37,6 min et 40,74 min respectivement (Figure
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64 A); le pic Y3 n'est pas présent ici. Par référence a l'analyse d'un standard, le pic S été
identifié a de I'aldéhyde; les autres pics n'ont pas été identifiés.

En comparant les surfaces des pics des chromatogrammes A et B, on observe une
croissance de 1,5 fois pour le pic Y1 de A par rapport 4 B, mais par contre les pics Y2 et Y4
de A diminuent d'un facter 1.5 et 2 respectivement dans B. L'application de la fraction B3
(100 nM) 4 4.106 cellules pendant 30 min induit une accumulation de 0,25 nmoles d'aldéhyde
salicylique (pic S).

Cette donnée indique que la PAL n'est pas seule activée par I'éliciteur, des enzymes de

la voie des benzoates seraient aussi élicitées.
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Figure 64. Profil chromatographique HPLC des phénols issus des milieux réactionnels
PAL obtenus & partir des cellules de Rubus de contrdle (A) ou élicitées (B) pendant 30 min;
par la fraction B3 (100 nM). Les composants phénoliques d'un milieu réactionnel sont
déposés sur une colonne RP-18 et élués avec la phase mobile qui est un mélange de solution I
(acide acétique 5 %) et la solution II (MeOH). La programme d'élution a été: entre 0 et 5 min
un gradient isocratique réalisé par 15% Il en I; entre 5 et 35 min. un gradient linéaire de 15%
4 80% II en I et entre 5 et 45 min. un gradient isocratique 80 % II en I. Le volume d'injection
de 1'échantillon est de 100 pl, et le débit de la colonne est de 1" mL. min™'. La détection a été

effectuée 4 260 nm 3 l'aide d'un détecteur a barrette de diodes.
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D. DISCUSSION

Le champignon du genre Fusarium induit des désordres d'ordre physiologique ou
génétique dans un large spectre des plantes. Il est aussi responsable de plusieurs maladies chez
les animaux, ainsi que chez les humains (Nelson et al, 1994). Des changements du
métabolisme oxydatif de la plante se produisent quand les réactions de défense de la plante se
mettent en place en réponse a l'attaque du pathogéne. Les activités redox sont impliquées dans
des mécanismes de défense locale ou systémique (Sutherland, 1991; Mehdy, 1994).

Au cours du "burst oxydatif* des EAO (H;0,, 0;", HO® ou ROO") sont
générées. Elle peuvent provoquer une peroxydation lipidique (Vera-Estrella er al., 1992), étre
impliquées dans la formation de lignines ou de phytoalexines, et oxyder des protéines de la
paroi cellulaire.

Parmi les facteurs induisant un" burst oxydatif” au cours de réactions précoces
de défense, on a identifié des carbohydrates et des peptides. Ces composés sont d'origine
fongique ou bien ils appartiennent a la plante-hote (Low et Heinstein, 1986; Vera-Estrella et
al.,, 1992; Nurnberger et al, 1997). Par exemple, des oligoméres d'acide galacturonique de
Phaseolus vulgaris sont connus pour provoquer un "burst oxydatif' chez la plante-hote
(Apostol et al., 1989). Ainsi, des galactoglucomannanes du pathogéne Colletrichum, sont

capables d'activer la peroxydation lipidique via des EAO (Rogers et al., 1988).

Dans le cadre de cette thése, nous avons montré, pour la premiére fois, que des
carbohydrates isolés du champignon Fusarium élicitent, en quelques minutes dans des
suspensions de protoplastes végétaux, un "burst oxydatif'' ainsi que I'activation de la

PAL.
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A propos du "burst oxydatif" élicité chez Rubus , on a observé que des O-glycanes
ou des oligomeéres utilisés a faible concentration (10 pM, 100 nM), déclenchaient en quelques
minutes la production dEAO. Le fait que des protoplastes répondent a I'éliciteur indique que
la paroi cellulaire n'intervient pas dans la perception et dans I'expression des réponses. Dans
ce cas, la production dEAQ a été amorcée probablement par des interactions spécifiques
plasmalemmiques de type ligand-récepteur compte tenu de la faible dose optimale d'efficacité
du produit.

Les EAO du "burst oxydatif" jouent le rdle d'agents toxiques contre le pathogéne. Ils
peuvent étre aussi impliqués dans des séquences de transduction des signaux (Doring et
Luthje, 1996). Par contre, on ne sait pas encore si chez les plantes comme chez les animaux,
ce sont des messagers secondaires régulant I'expression de geénes. Cependant, on a pu
montrer que des activités redox induisaient des signaux trans-membranaires en modifiant la
concentration en Ca**, en inositol triphosphate /ou en diacyl glycérol (Dixon et al., 1994; Low
et Merida, 1995; Ward ef al., 1995), en changeant le profil électrophorétique de protéines
(Zhou et al., 1995) ou en activant des enzymes (Bent, 1996), et l'implication d'une GTP-
protéine dans le "burst oxydatif" a été retenue (Legende er al. (1992). Au cours d'un
traitement éliciteur, I'enzyme NADPH oxydase contrdle la production de radicaux superoxyde
(Doke, 1983; Mehdy, 1994), la premiére étape de production des EAQ. Elle est activée par un
protéine-kinase et/ou par des acides gras libérés des membranes par la PLA, (Brightman e#
al., 1991).

Chez Rubus, quand leur respiration mitochondriale a été bloquée, les protoplastes
peuvent répondre i un signal fongique en augmentant leur consommation d'oxygéne (suivie &
l'aide d'une électrode de ‘Clark, en générant l'anion O, (ce qui a été détecté par la réduction

du Cyt c), et en libérant H,0; (ce qui est suivie par la baisse de fluorescence de la pyranine.
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La réduction du Cyt ¢ est modifiée par les acides linoléique ou caféique. L'acide
caféique, connu comme inbibiteur d'activité LOX, diminue l'effet de la PLA, et de I'acide
linoléique mais il ne modifie pas les effets induits par l'acide stéarique. De méme, la baisse de
la fluorescence est diminuée par l'acide linoléique, et non par l'acide stéarique. En
conséquence, les EAO seraient en relation avec la voie lipoxygénase, et impliquées
vraisemblablement dans la peroxydation d'acides gras insaturés de la voie octadécanoidique
(acides linoléique, linolénique, arachidonique...). L'activation des enzymes LOX, peroxydases
et époxyhydrolases (Siedow, 1991) est bien connue pour produire des métabolites de défense
comme les jasmonates et la traumatine.

L'enzyme SOD réalise la transformation de O,"en H,0, (Mehdy, 1994). En effet, on a
observé que dans les suspensions de protoplastes élicités en présence de SOD en milieu
aérobie, la réduction du Cyt ¢ diminuait et la fluorescence de la pyranine baissait d'une
fagon significative. L'addition de catalase dans le milieu d'élicitation ne perturbe pas d'une
maniére importante la production de O,™, mais détruit en grande partie I' H,O; produite.

Ces expériences indiquent que 1'0O;" serait utilisé dans plusieurs séquences, l'une
d'entre elles étant la transformation dans H,O,. Elles montrent que la catalase n'interviendrait
pas dans la production d'O,™, et que le signal éliciteur activerait des peroxydases endogénes;
I'H,0; serait un oxydant ou substrat pour la catalase sans interférer avec la synthése de I'O;"".

La production des EAO et leurs effets dans les plantes ressemblent & ce qui existe dans

les cellules animales. On a souligné ci-dessus des homologies entre les séquences des
NADPH-oxydases des animaux avec celles des plantes. On peut aussi évoquer I'analogie de la
structure chimique des produits de la voie octadécanoidique des plantes, avec les

prostaglandines et les leukotriénes des animaux (Doares ef al., 1995).
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A propos de I'élicitation de la PAL chez Rubus , on a observé que les interactions de
la fraction Jc (2 une faible concentration, 100 nM) avec des protoplastes résultent en une
activation précoce de la PAL, suivie d'une deuxiéme réponse tardive au dela de 24 h. La
cinétique PAL effectuée sﬁr un extrait enzymatique PAL issu de protoplastes élicités en
présence ou non de la cycloheximide (inhibiteur de la traduction) a révélé que la réponse
précoce releverait de modifications post-traductionelles alors que la réponse tardive
reposerait sur la synthése de novo de l'enzyme. Donc on note une phase initiée en quelques
minutes, correspondant & un signal rapide de transduction et une régulation post-
traductionnelle de la PAL, et une deuxiéme phase, différée dans le temps, au cours de
laquelle le niveau d'ARNm s'éléve et s'accompagne de la synthése de novo de ["enzyme.

Les signaux fongiques Jc et B3 déclenchent tous deux l'activation de la PAL mais ils
impliquent des voies phénoliques différentes. L'analyse par HPLC-PAD, des produits
réactionnels de la PAL provenant de protoplastes élicités indique que Jc a induit la synthése
de l'acide férulique, alors que B3 a induit celle de I'adéhyde salicylique. Dans le premier cas,
c'est la conséquence de l'activation d'un complexe PAL regroupant des cinnamate-
hydroxylases (dont la cinnamate 4-hydroxylase), des cinnamate-Co A ligases (dont la p-
coumarate-CoA ligase), une cinnamate 3-O méthyltransferase (dont une caféate 3-O
méthyltransferase). Dans le second cas, ce sont des enzymes de la voie benzoate qui, en plus
de la PAL, sont activées.

Des O- méthyltransferases a été mis en évidence par Schmitt et al. (1991) dans le
cadre d'interactions plante-pathogéne. Par exemple, des 3-O methyltransferases élicitées chez
le pois ou chez le tabac modifient des phénylpropanoides ou des flavonoides (Mathieu et al,

1994).
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Chez les végétaux supérieurs, un lien a été établi entre des réactions du "burst
oxydatif", et l'activation du métabolisme phénylpropanoidique . Par exemple, une cinnamate
4-hydroxylase and une férulate 5-hydroxylase sont activées en présence de monooxygenases,
P450 dépendantes (Werck-Reichhart, 1995, Meyer et al., 1996). Une fois générés, les produits
phénoliques modulent a leur tour la production EAO. En particulier, I'acide caféique, I'acide
férulique ou un dérivé: la curcumine ont un effet d'inhibiteur sur des decarboxylases (Huang

et al., 1988) ou sur la peroxydation de lipides membranaires.
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L'acquisition des données de biochimie permettra de préparer, a partir du ou des motifs
(s) biologiquement actifs des ligands fonctionnalisés. Ces ligands sont des sondes
oligosaccharidiques et/ou glycoprotéiniques indispensables in vivo et in vitro a I'isolement
et a la caractérisation des récepteurs plasmalemmiques impliqués dans la reconnaissance
du signal éliciteur. Auparavant, évidemment, se sera imposée la vérification que les
interactions signal-cellules (protoplastes) sont bien de type ligand-récepteur. Cette vérification
repose sur l'utilisation de tests ELISA, cinétique dépendants, effectués a partir de sondes
oligosaccharidiques marquées.

L'acquisition d'informations sur les modalités de perception du signal seront utiles
pour approfondir la connaissance des relations structure-activité nécessaires a des
applications biotechnologiques. De plus en plus, des travaux sont développés dans différents
laboratoires en vue de l'utilisation d'oligosaccharides éliciteurs par des partenaires industriels.
En effet, ces molécules sont capables de stimuler les défenses naturelles des plantes face a des
micro-organismes, et elles sont aussi capables de contrbler certaines phases clefs de
développement des plantes (germination, floraison etc...) comme peuvent le faire des
hormones (auxines, cytokinines..).

En conséquence, l'utilisation des éliciteurs ouvre une voie nouvelle vers l'utilisation en
agriculture de substances spécifiques entrant dans la composition d'engrais ou de produits
phytosanitaires qui sont efficaces pour les récoltes sans polluer I'environnement et sans

changer définitivement le patrimoine génomique de la plante.



227

B. Perspectives et retombées biotechnologiques

L'approche pluridisciplinaire effectué a ce jour a permis d'isoler du champignon
Fusarium un signal oligosaccharidique actif dans I'élicitation d'une réponse PAL, en
particulier dans l'activation d'un complexe PAL. En outre, les résultats de biochimie dégagent
la spécificité de l'interaction. Un des prolongements de ce travail sera d'élucider le mode
d'action de cet éliciteur, une bonne connaissance des mécanismes biochimiques de
perception est requis pour déboucher sur des applications biotechnologiques (voir ci-dessous).

Pour ce faire, on devra travailler dans deux domaines:

(1) sur un plan d'analyse chimique, il faudra compléter les données d'analyse structurale de
|'éliciteur, apporter des informations sur sa structure tridimensionnelle, et fonctionnaliser le
motif biologique retenu comme biologiquement efficace. Ce dernier point est indispensable
aux biochimistes pour les études d'interactions de type ligand -récepteur mentionnées ci -
dessous, et pour détailler les relations structure-activité dans le cadre d'applications
biotechnologiques;

(if) sur un plan d'analyse biochimique, il faudra développer des études qui conduiront a
I'identification du motif actif capable d'activer spécifiquement une réponse PAL ou EAO.
Chacune de ces réponses intervient dans la défense du végétal et peut donc faire l'objet
d'applications biotechnologiques. Pour cela, des relations structure-activité seront détaillées
chez des plantes- hétes et non-hdtes. Ensuite, les informations obtenues seront complétées
par des comparaisons entre plusieurs systémes qui relévent du monde végétal mais aussi

animal.
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des lignines et pour son potentiel antioxydant, le second comme dérivé de I'acide salicylique,
ce dernier bien connu pour ses fonctions biologiques (Cf. Chapite 1, A 2.7). Il faut remarquer
que c'est la premiere fois que l'on met en évidence la synthése d'acide férulique en rapport
avec un processus d'élicitation alors que quelques auteurs avaient observé, sans en expliquer
les bases moléculaires, une forte accumulation d'acide férulique dans des gramindes

contaminées par Fusarium.
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En rapport avec le marqueur PAL intensément élicité par différents signaux
fongiques, nous avons analysé les séquences du métabolisme des phénylpropanoides
impliquées dans la réponse.

Les résultats permettent de dégager les données suivantes:

(i) nous avons montré que la réponse PAL se déroule selon deux phases: une phase
précoce initialisée en quelques minutes et une phase plus tardive a partir de 5 h de
traitement. Nous avons aussi noté que la réponse d'élicitation reléve vraisemblablement de 2
mécanismes distincts. Pour des temps courts, il y aurait des modifications post-
traductionnelles en rapport avec la transduction du signal. Pour des temps plus longs
d'interaction, on a retenu 1'existence d'une synthése protéique donnant lieu a la réponse tardive
dont l'intensité est trés supérieure a celle de la réponse précoce, et qui est inhibée en présence
de cycloheximide;

(ii) les courbes en forme de "cloche" caractérisant les réponses PAL obtenues dans les
protoplastes en fonction de la dose en éliciteur, et la gamme de concentration observée pour la
dose optimale d'efficacité confirment la spécificité de I'interaction, ce qui suggére une
interaction éliciteur -protoplaste (cellule) de type ligand-récepteur;

(iii) la capacité des protoplastes a étre élicités (avec une intensité supérieure a celle des
cellules) montre que la paroi cellulaire n'est pas indispensable pour obtenir une réponse
physiologique, ce qui argumente en faveur du rble du plasmalemme dans des liaisons
spécifiques avec 1'‘éliciteur c'est a dire un motif chimique efficace.

Un produit réactionnel PAL a été été identifiée 4 une échelle nanoanalytique par
chromatographie HPLC-PAD. Il s'agit de l'acide férulique élicité par les fractions
oligosaccharides issues de Fusarium sp. M7-1, et de l'aldéhyde salicylique élicité par
oligosaccharides issues de Fusarium oxysporum sp. Ces prociuits sont répertoriés pour avoir

un role clef dans la défense des plantes contre des pathogénes, le premier comme précurseur
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Dans le cas de I'élicitation de réactions physiologiques de défense impliquant des
PR-protéines comme un inhibiteur de protéase apparenté au groupe des PR-5, comme des
glycohydrolases ou bien impliquant l'activation de la PAL, enzyme clef dans la synthése de
phytoalexines, nous avons confirmé l'influence de la structure chimique, du DP et de la dose

en éliciteur sur la réponse physiologique de défense.

En ce qui concerne la modulation de la thiol-protéase papaine, les résultats ont
montré que les signaux B et Bgp sont des inhibiteurs, avec une inhibition évaluée a 7 % et
12,6 % respectivement. Le composant B1, C et ses composants (C2, C3) sont des activateurs
de l'ordre de 3 % et 8 %. Pour la modulation de I'activité a-chymotrypsine on observe un
effet opposé; les signaux Bgp, B ne sont pas actifs, mais B1, B2, B3, C2 et C3 sont des
inhibiteurs, avec des valeurs d'inhibition de l'ordre de 11-21 % pour les premiers ou de 4-6 %

pour les autres. Ce fait dégage une fois encore la relation structure-activité.

En ce qui concerne la (1,4)-a-D-galacturonase, enzyme impliquée dans des réactions
de défense mais aussi dans le contréle de certains stades de développement de la plante, on a
observé qu'elle n'est pas élicitée par les signaux isolés de Fusarium oxysporum sp. Par contre,
l'enzyme provenant de cellules élicitées a une activité amplifiée d'un facteur 2-3 par un
inhibiteur de papaine et d'a-chymotrypsine isolé de cellules élicités par Bgp (Figure 31 C) et

B1 (Figure 31 B).
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relations structure-activité: nous avons établi des corrélations entre une certaine structure, une
certaine concentration du signal et la réponse physiologique générée.

Ainsi, les structures oligosaccharidiques testées (Cf. Chapitre 3, B) induisent en
quelques minutes la production importante d'EAO (oxygéne, anion superoxyde, eau
oxygenée) sur un matériel biologique représenté par des protoplastes (cellules) en suspension.
Les principales techniques & l'aide desquelles nous avons étudié cette production ont été la
consommation d'oxygéne dans une électrode de Clark, le suivi de la réduction du Cyt ¢ et
celui de la pyranine. Les principales enzymes impliquées dans ce processus de réduction sont
la NAD(P)H oxydase, les superoxyde dismutase et catalase. On a montré que l'activité de la
NAD(P)H oxidase "visualisée" via la réduction du Cyt augmente en réponse au signal Jc, et
que cette réponse est modulable par des acides gras ou par la phospholipase A,. De méme, la
consommation d'oxygéne s'éléve a 200 % par rapport au contrdle non-élicité, et en ajoutant de
la phospholipase A, (activateur de la NAD(P)H oxydase) la consommation est augmentée a

240 %.

Les EAO produites sont des espéces toxiques pour le pathogéne mais elles peuvent
étre aussi des messagers secondaires (Chapitre 3, B). Notre travail argumente en faveur de
cette derniére hypothése: ce rdle a été dégagé en utilisant des modulateurs de LOX, de
peroxidation lipidique, de respiration mitochondriale. L'acide caféique (inhibiteur de la 5-
LOX) bloque I'effet stimulateur de la PLA; et aussi celui d'acides gras ayant une fonction
diéne. Par exemple, la consommation d'oxygéne dans des protoplastes élicités par la fraction
Jc (200 % par rapport au contrdle non-élicité) augmente en présence de la PLA; (240 % par
rapport au contrdle) ou de I'acide linoléique (235 % par rapport au contrdle) ou de l'acide
stéarique (235% par rapport au contrle) mais en présence~d'acide caféique les réponses

s'abaissent &4 160%, 150% ou se maintiennent a 234% respectivement.
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impliquées dans la transduction du signal pergu, soit des séquences de voies métaboliques
activées.

On rappelle que la capacité des oligo-, polysaccharides & induire chez les végétaux
des processus physiologiques majeurs de défense ou a intervenir dans différentes phases de
leur développement a été démontrée pour la premiére fois par Darvill et Albersheim (1984).
Depuis, de trés nombreuses structures glycanniques actives ont été identifiées (Cf. Chapitre 1,
A 2) et leur mode d'action a fait I'objet de nombreux travaux (Cf. Chapitre 1, A 1).

Dans cette thése, nous avons apporté des informations supplémentaires en
identifiant des oligosaccharides du champignon Fusarium a des molécules "'signal". Ces
molécules sont soit dérivées de glycoprotéines isolées du mycelium de Fusarium sp. M 7-1,
soit elles proviennent de Fusarium oxysporum sp. Dans ce demier cas, leur analyse effectuée
dans le cadre de la theése, a permis de les identifier & des oligosaccharides de type a-D-Manp
(1->4) a-_D_-Ménp, o-D-Manp (1->2)-o/B-D-Glcp (Figure 49) ou f-D-Manp (1-2) o-D-
GlcA (Figure 42). Ces oligosaccharides dont la structure n'a jamais €té mentionnée
auparavant dans la littérature sont les diméres, a-D-Manp (1—2)-0/B-D-Glcp ou les trimeéres
o-D-Manp (1-4) a-D-Manp (1-2) o/B-D-Glcp (Figure 49).

Ainsi, nous avons testé le potentiel biologique des fractions isolées de Fusarium
oxysporum sp. ou Fusarium sp. M 7-1: appliquées a des suspensions de protoplastes (de
cellules), elles sont élicitrices. Par un traitement éliciteur de courte durée (5 a 30 min)
effectué & des doses nanomolaires, elles induisent des marqueurs de réactions de défense
précoces et/ou tardives.

L'expression in vitro des réponses de défense élicitées comme la production dEAO,
l'activation de la PAL, de glycohydrolases, d'inhibiteur de protéase a été étudiée. Les
réactions précoces induites, spécialement la génération d'espéces activées d'oxygene, et

I'activation de la PAL ont bénéficié d'une attention importante. Nous avons dégagé des
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A. Bilan des résultats expérimentaux

Le domaine des relations plante-pathogéne est encore trés mal connu. En effet, les
analyses sont centrées sur l'expression d'une réponse physiologique qui n'est que la phase
finale d'une cascade d'événements biochimiques. Les premiéres étapes des interactions plante-
pathogene, en rapport avec la perception d'un signal et avec sa transduction, demeurent les
plus difficiles & caractériser alors qu'elles ont un rdle déterminant dans l'expression de la
réponse. Initiées en quelques minutes, ces étapes de reconnaissance du pathogéne par la
plante, déclenchent la production de métabolites de structure chimique diverse et complexe, a
fonction multiple, d'apparition transitoire souvent et toujours en quantité trés faible. En
conséquence et pour le moment, il demeure impossible d'identifier I'ensemble des séquences
enzymatiques impliquées dans les étapes précoces qui contrdlent l'expression d'une réponse
physiologique en provoquant l'activation d'une cible (enzyme, génes).

Notre travail de thése a donc porté sur un aspect délicat des relations plante-
pathogéne, puisque il a été focalisé sur les événements de reconnaissance d'un signal par la
cellule végétale. Nous avions au départ 1'objectif de rechercher et d'identifier des molécules de
Fusarium capables d'étre pergues comme un signal par la plante. Pour se faire, nous avons
retenu comme modeéle biologique des suspensions de cellules (protoplastes) de Rubus et
comme "agresseur", donc comme signal potentiel, des fractions isolées du mycelium du
champignon Fusarium.

Les résultats de ce travail ont été nombreux et trés diversifiés grace a I'approche
pluridisciplinaire utilisé. Les principales étapes de cette étude ont porté sur l'isolation, Ia
purification de fractions oligosaccharidiques ainsi que sur la caractérisation structurale
de certaines fractions purifiées. Elles ont aussi été axées sur la caractérisation

biochimique de marqueurs d'élicitation, en analysant soit des séquences enzymatiques
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