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Résumé

La salive des insectes joue un rdle important dans la mise en place des mécanismes de
défense chez les plantes et encore peu d’études se sont intéressées a 1’identification
d’éliciteurs dans la salive de pucerons.

Pour cette étude, trois volets sont investigués. Premierement, une approche
protéomique a été¢ développée afin d’analyser les protéines exprimées différentiellement suite
a différentes périodes d’infestation de Myzus persicae chez Arabidopsis thaliana. Nous avons
également effectué des mesures de pH et de burst oxydatif sur une suspension cellulaire de
tabac afin de démontrer le pouvoir éliciteur de la salive. Une approche génomique a
également été développée afin de cloner un geéne codant pour une glucose oxydase (GOX). En
effet, cet éliciteur, connu notamment chez les Lépidopteres, a été identifié dans la salive de M.
persicae. Le but est donc de démontrer I’activité élicitrice de la protéine recombinante.

A T’issue de ce travail, nous avons observé une expression protéique différentielle chez
A. thaliana suite a ’infestation de M. persicae. L’identification des protéines n’ayant pas
encore été réalisée, nous ne connaissons pas encore la nature de ces protéines induites.

Nous avons également remarqué que 1’ajout de diete contenant de la salive de puceron
pouvait provoquer, chez les cellules de tabac, une modification de pH similaire a celle
observée avec la surfactine, éliciteur de référence. Cependant la réponse est peut-étre la
conséquence d’un effet tampon di au pH basique de la dicte.

Enfin, nous avons réalisé le clonage d’un geéne codant pour une GOX mais
I’expression de la protéine d’intérét dans E. coli est faible. Les protocoles d’expression et de
purification de la protéine recombinante doivent étre optimisés, de maniere a pouvoir
procéder a des tests (mesure de pH, burst oxydatif) sur cellules de tabac.

Abstract

The role of insect saliva is crucial concerning establishment of defence mechanisms in
plants. Up to now, only few studies focused on the identification of elicitors in aphid saliva.

For this study, we used three approaches. First, we developed a proteomic approach to
analyse differentially expressed proteins after two infestation periods by Myzus persicae in
Arabidopsis thaliana. We also measured pH evolution and oxydative burst on Tobacco cell
suspension to show elicitor effect of saliva. A genomic approach was also developed to clone
a gene coding for glucose oxidase (GOX). Indeed, this elicitor is well known in Lepidoptera
and was recently identified in M. persicae saliva. So we’ll try to demonstrate elicitor activity
of recombinant protein.

Following this work, we observed a differential protein expression in A. thaliana after
M. persicae infection. Identification of proteins have not yet been achieved. We do not know
the nature of these induced proteins.

We also noticed that the addition of a diet containing aphid saliva in tobacco cells
could cause a pH change similar to that seen with the surfactin. However, the answer may be
the result of a pH buffering effect due to the basic diet.

Finally, we performed the cloning of a gene encoding for a GOX but the expression in
E. coli of the protein of interest is low. Protocols of expression and purification of the
recombinant protein must be optimized to enable tests (pH and oxidative burst) on Tobacco
cells.
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1 Introduction

Dans leur environnement, les plantes sont soumises a de nombreuses agressions
biotiques et abiotiques. Les relations qui existent entre les végétaux et les especes
phytophages qui s’en nourrissent sont étroites, complexes et variées. En effet, 1’instinct
botanique décrit par Fabre au 19°™ siecle selon lequel les insectes étaient capables de
sélectionner des végétaux de taxa relativement proches, a laissé la place a des théories basées
sur la mémorisation des caracteres physiques des plantes et sur la co-évolution biochimique.
Cette derniere développée par Ehrlich et Raven (1964) suggere que I'utilisation d’une espece
végétale par des insectes phytophages entraine la syntheése de métabolites secondaires chez la
plante héte. La co-évolution est un processus dynamique entre les adaptations biochimiques
des insectes phytophages et les réponses de la plante capable de développer d’autres

mécanismes de défense.

Les plantes, comparées aux organismes capables de se déplacer, ne peuvent éviter les
attaques de leurs ennemis naturels et doivent mettre en place des mécanismes de défense
efficaces. Les dégats occasionnés par les insectes phytophages (broyage, piqlire) ont un role
important en ce qui concerne la mise en place des mécanismes de défense. En effet, il
semblerait que chaque espece d’insectes posseéde sa propre signature moléculaire lors de leur
alimentation. Chez les larves de Lépidopteres, différents éliciteurs ont été identifiés : la
volicitine dans les excrétions orales de Spodoptera exigua L. (Turlings et al., 2000), une B-
glucodidase chez Pieris brassicae (Mattiaci et al., 1995) et un lysozyme dans la salive
d’Helicoverpa zea (Liu et al., 2004). Cependant, chez des insectes de type piqueurs suceurs
comme les pucerons, peu d’études ont ét€ menées malgré 1’identification d’activités
enzymatiques. Ce n’est que tres récemment que d’éventuels éliciteurs ont été identifiés dans
les salives de pucerons dont une glucose oxydase €galement retrouvée chez Lépidopteres

(Eichenseer et al., 1999).
La poursuite de 1’identification des éliciteurs présents dans les salives de pucerons a

pour objectif, a terme, de produire une formulation permettant la stimulation préalable des

défenses végétales avant I’apparition des dégats occasionnés par les insectes ravageurs.

10



2 Objectifs

Dans le cadre de cette étude, plusieurs aspects concernant les interactions
plante/puceron seront envisagés. Tout d’abord, nous allons comparer le protéome de plants
d’Arabidopsis thaliana sains avec des plants infectés par des salives de Myzus persicae ainsi
que par du miellat de A. pisum. Cette étude permettra la poursuite de 1’identification de
protéines de défense chez cette plante modele. La méthode utilisée pour la comparaison des
expressions protéiques entre plantes saines et infectées est le 2D-DIGE (2 Dimensions-
Differential In Gel Electrophoresis). L’identification des protéines est réalisée grace a la

spectrométrie de masse.

Ensuite, nous allons mesurer les modifications de pH et le burst oxydatif d’une
suspension cellulaire de tabac afin de mettre en évidence dans la salive de M. persicae, une

éventuelle activité €licitrice.

Dans un troisieme temps, nous allons réaliser le clonage d’un geéne codant pour la
glucose oxydase. Une fois le géne cloné, la protéine recombinante sera exprimée dans une
bactérie et 1’objectif sera d’observer la potentielle activité élicitrice de la protéine sur des

cellules de tabac.
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3 Etude bibliographique : Les défenses chez les plantes

Les mécanismes de défense chez les plantes peuvent étre séquencés en 3 phases :
reconnaissance, transduction du signal et réaction. Ces trois événements seront décrits en

détails dans les chapitres suivants.

3.1 Introduction

Les plantes, contrairement a d’autres organismes vivants, n’ont pas la capacité de se
déplacer. Ces dernieres sont soumises au cours de leur développement a des attaques de leur
environnement d’une part et de leurs ennemis naturels et de pathogenes d’autre part. Pour
faire face a ces agressions, elles ont di mettre en place des mécanismes de défense complexes
et variés.

La plupart du temps, lorsqu’une plante est attaquée par un agent pathogene, la
premiere réaction que 1’on peut observer est la mort cellulaire au niveau du site d’infection. Il
s’en suit alors I’émission de molécules servant de signaux d’alerte aux cellules avoisinantes.
Celles-ci mettent alors en place des mécanismes de défense adaptés (callose, lignification,),
afin de confiner 1’agent pathogéne a la zone d’infection. C’est la réaction hypersensible
(Klarzynski et Fritig, 2001)

Cette réaction peut étre suivie d’une résistance systémique acquise dont le but sera de
protéger I’ensemble de la plante a plus long terme. La stimulation artificielle de cette
résistance présente un intérét agronomique car elle peut permettre de prévenir I’apparition des
dégats occasionnés par les pathogenes et de limiter les apports de pesticides. Il est donc

essentiel de connaitre tous les mécanismes impliqués pour proposer des solutions utilisables

dans le milieu agricole.

3.1.1 Généralités

Les mécanismes de défense peuvent €tre classés en deux parties : les mécanismes
passifs ou constitutifs, opposés aux mécanismes actifs ou induits lors desquels la synthese de

composés défensifs sont synthétisés en réponse a une attaque (Harborne,1988).
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Les défenses constitutives sont celles qui sont déja présentes au niveau de la plante
avant une quelconque agression. Il peut s’agir d’épines, d’une barriere mécanique comme une
production de lignine ou de résines par exemple, d’'un message biochimique agissant comme
anti-appétant pour des insectes, ou enfin d’un composé toxique (Maffei et al., 2007). Il existe
une large gamme de toxicité en ce qui concerne les composés de défense : perturbation des
membranes, inhibition de la transduction de signaux, inhibition du métabolisme, perturbation
hormonale et des processus de développement (Harborne, 1988 ; Bennett et Wallsgrove,
1994).

Les défenses induites sont quant a elles mises en place suite a 1’attaque de la plante par
un agresseur. Ces dernicres peuvent étre classées en modes de protection directs et indirects.
Le renforcement cellulaire et I’accumulation de protéines PR sont par exemple des défenses
directes, tandis que 1’émission de composés organiques volatils dans le but d’attirer un
ennemi naturel d’un ravageur, sont considérées comme des défenses indirectes (Leitner et al.,
2005). Les défenses induites ont généralement une action systémique. Non seulement la
réaction de défense se produit a proximité de I’emplacement des dommages causés, mais la
réaction se produit aussi dans toute la plante suite aux molécules responsables de transmettre
le signal aux différents tissus végétaux (Gatehouse, 2002). Un exemple de mécanisme de
défense induit est la synthése d’inhibiteurs de protéases dans les feuilles de Solanum
tuberosum L. et de Lycopersicon esculentum L. lors d’attaques de larves de Manduca sexta
L.. La défense induite n’est pas suffisante pour rendre la plante totalement résistante a
d’autres attaques, mais on observe des meilleurs résultats en termes de réduction de
croissance du ravageur que si la synthése d’inhibiteurs de protéases n’avait pas eu lieu (Howe
et al., 1996).

La distinction entre défenses actives et passives est cependant inappropriée lorsqu’on
les observe au niveau moléculaire. En effet, les composés produits sont parfois les mémes
dans les défenses actives et passives. C’est notamment le cas des inhibiteurs de protéases que
I’on retrouve chez la pomme de terre lorsque celle-ci est soumise a une attaque quelconque et
que I’on retrouve également chez les tubercules en tant que défenses constitutives (Garcia-

Olmedo et al., 1987).

13



3.1.2 Complexité de la réponse de défense

Les récentes avancées en matiere de bioinformatique et de génomique ont permis une
meilleure compréhension de I’ensemble des genes liés qui ont un role et des fonctions
biologiques chez les animaux, les plantes et les microbes (Zhu-Salzman et al., 2005). Les
changements dans I’expression des genes suite aux mécanismes de défense induits par les
pathogeénes sont connus pour étre complexes et a multiples facettes (Moran et Thompson,
2001).

Chez la plante, la complexité de la réponse moléculaire induite est relativement
importante. En effet, chez Sorghum bicolor L., on a découvert que plus de 80 geénes étaient
sur- ou sous-régulés suite a I’action du puceron vert Schizaphis graminum (Rondani) (Zhu-
Salzman et al., 2004). Chez Arabidopsis thaliana L., un groupe de 150 geénes sont régulés
différentiellement en réponse a des dégats occasionnés par des chenilles de Pieris rapae L.
(Reymond et al., 2000). Une autre étude montre qu’environ 500 genes sont exprimés de
maniere différentielle lorsque le tabac, Nicotiana attenuata Torr. ex S. Wats., était infesté par
le sphinx du tabac, Manduca sexta L.. (Hermsmeier et al., 2001). Enfin, 100 geénes sont
également exprimés différentiellement chez Phaseolus Ilunatus L. lors d’attaques de
Tetranychus urticae Koch. (Arimura et al., 2000).

L’ensemble des genes qui sont exprimés lors de ces différentes agressions, code pour
des protéines impliquées dans les mécanismes de défense, les voies de signalisation, le
métabolisme secondaire, le stress abiotique, I’entretien cellulaire et la photosynthese. Le large
éventail de transcrits lors d’agressions par des insectes montre la complexité qui existe au
niveau des mécanismes de défense. Cependant, la majorité de cette complexité n’est pas due a
I’expression de génes codant pour des produits directement impliqués dans la résistance aux
ravageurs ( Zhu-Salzman et al., 2004). Par exemple, Hermsmeier et al. (2001) ont montré que
des geénes impliqués dans la photosynthese €taient sous régulés lors de la réponse aux attaques
d’insectes. Il s’agit certainement d’une réallocation du maximum d’énergie afin de privilégier

les mécanismes de défense au détriment de fonctions moins importantes.

3.2 Reconnaissance des pathogenes par la plante

Les signaux responsables de I’activation des défenses des plantes ne sont pas

seulement mécaniques mais également chimiques. La reconnaissance d’un organisme
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phytopathogene par la plante et les mécanismes de défense qui en découlent, résulte de la
perception de molécules appelées éliciteurs. Il existe deux types d’éliciteurs, certains sont
spécifiques (reconnaissance « gene pour gene ») et d’autres sont généraux (reconnaissance
non spécifique). Les éliciteurs interagissent avec un récepteur situé au niveau de la membrane
plasmique de la cellule hote (Medhy, 1994). Ces éliciteurs, une fois reconnus, vont entrainer
I’activation de genes de défense. Les protéines, glycoprotéines, peptides, oligosaccharides et
lipides sont les classes d’éliciteurs qui sont les plus fréquemment isolés chez les champignons

mais aussi chez les bactéries (Ebel and Scheel, 1992).

3.2.1 Les éliciteurs généraux.

Les éliciteurs généraux sont de nature tres vari€e : oligosaccharidique, protéique,
glycoprotéique ou lipidique. La lumiere, I’ozone et les sels de métaux lourds sont aussi
considérés comme éliciteurs. Ils peuvent étre issus de la plante (endogenes) ou des agents
pathogenes (exogeénes) (Zhao et al., 2005). Les PAMPs (Pathogen associated molecular
pattern) sont une catégorie de molécules non spécifiques qui n’existent pas chez la plante et
qui regroupent la majorité des éliciteurs exogenes (Nurenberger, 2004). Les éliciteurs
provenant directement de I’agent pathogene peuvent étre des B-glucanes ou de la chitine issus
de la paroi de champignons agresseurs par exemple (Kauffmann et al., 2001), ou encore des
fragments de flagelline provenant de cellules procaryotes (Gomez et al., 1999). Les éliciteurs
endogenes sont des molécules provenant de la plante et qui sont libérées une fois que des
cellules végétales sont endommagées. Il peut s’agir de fragments polysaccharidiques ou des
oligogalacturonates provenant de la dégradation de la pectine (Kauffmann et al., 2001 ; Pautot

et al., 1999).

3.2.1.1 Les oligosaccharides

Ils sont générés par la dégradation des polysaccharides par des enzymes spécifiques a
I’hdte ou a I’agresseur. Jusqu’a présent, les oligalacturonates restent les mieux caractérisés. Il
s’agit d’homopolymeres d’acides a-1,4 galacturoniques issus généralement de la digestion de
la pectine par des polygalacturonases (Cook et al., 1999). Leurs effets biologiques dépendent

de leur degré de polymérisation (Mathieu et al., 1991). Ces éliciteurs une fois reconnus
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entrainent la mise en place de défenses comme 1’accumulation de phytoalexines, de protéines
PR ou d’éthyléne (Boudart et al., 1998 ; Simpson et al., 1998).

Les glucanes sont capables d’initier I’accumulation de phytoalexines chez le soja
(Ayers et al., 1976) et ont été initialement découverts chez le champignon Phytophtora
megasperma pv glycinea. Les B-glucanes sont reconnus par un récepteur situé au niveau de la
membrane cellulaire chez le soja (Miller et al., 1994) et sont obtenus apres dégradation du
glucane par des B-glucanases (Fritig et al., 1998).

Les chitines sont des polymeres de la paroi de plusieurs champignons. Les
oligochitines sont obtenues apres dégradation de la chitine par des chitinases qui sont
produites suite a une agression d’un agent pathogene (Fritig et al., 1998) et comme dans le cas

des glucanes, les chitines sont capables d’initier la synthése de phytoalexines chez le soja.

3.2.1.2 Les protéines et peptides

Les harpines sont des protéines de 44 kDa riches en glycine, résistantes a la chaleur et
ayant des propriétés de surfactant. Elles induisent des réactions d’hypersensibilité chez des
plantes comme le tabac et A. thaliana. Des mutations affectant un géne codant pour I’harpine
chez Erwinia chrysanthemi empéche l’induction de réaction hypersensible sur le tabac et
réduit la capacité d’infestation (Lepoivre, 2003)

Les flagellines sont des constituants des bactéries nécessaires a leur mobilité. Ces
protéines de 46 kDa sont constituées de domaines N et C-terminaux tres conservés et d’une
partie tres variable. Le flagellum bactérien est constitué de milliers de molécules de flagelline
(Schuster et Khan, 1994). Gomez-Gomez et Boller (1999) ont montré que le peptide flg22 est
un éliciteur puissant et que celui-ci induit chez A. thaliana un burst oxydatif, des dépots de
callose et des genes liés a la mise en place de résistance.

Les élicitines sont des protéines de 10 kDa riches en cystéines sécrétées par des
Oomycetes des genres Pythium et Phytophtora. Ces protéines induisent, une fois appliquées
sur le tabac, une réaction hypersensible et un résistance systémique acquise (Bonnet, 1985 ;
Ricci et al., 1989 ; Kamoun et al., 1993 ; Ponchet et al., 1999). Elles ont une propriété¢ de
transfert de molécules lipidiques et posseédent une affinité pour les stérols (Mikes et al., 1998).
Toutes les élicitines se fixent a un site de haute affinité que 1’on retrouve sur la membrane
plasmique de tabac et également d’A. thaliana (Bourque et al., 1999). Au sein de ces

élicitines, on retrouve la cryptogéine, produite par Phytophtora cryptogea. Elle est constituée
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de 98 résidus d'acides aminés, dont six cystéines engagées dans des ponts disulfure
intramoléculaires, et ne montre aucune activité enzymatique (Ricci, 1997). La structure
cristalline de la cryptogéine a été déterminée par Boissy et al, (1996). Elle comporte 6 hélices
o, un motif composé d'un feuillet 3 antiparallele et d'une boucle €2, qui pourrait correspondre
a un site d'interaction avec un récepteur potentiel. Il existerait une corrélation apparente entre
activité élicitrice et capacité a fixer les stérols (Rustérucci et al., 1996). Les élicitines les plus
efficaces sont la cryptogéine et la cactoréine et les moins efficaces étant la parasiticéine et la
capscicéine. (Mikes et al., 1998)

La systémine est un polypeptide de 18 acides aminés identifié la premiere fois par
Pearce et al. (1991) chez la tomate. La systémine est transporté a travers le phloeme dans les
feuilles supérieures intactes avant d’induire une cascade de signaux entrainant notamment la
syntheése d’acide jasmonique (Lepoivre, 2003). Elle induit également la production
d’inhibiteurs de protéases qui protegent les plantes des insectes herbivorbes (Constabel et al.,
1998). Cet éliciteur est synthétisé a partir de la prosystémine. La figure suivante représente la

structure chimique de la molécule.

3.2.1.3 Les lipopeptides

Les lipopeptides sont des éliciteurs récemment rapportés dont la surfactine et la
fengycine, produites par Bacillus subtilis, provoquent une résistance systémique induite chez
le haricot et la tomate (Ongena et al., 2007) et entraine également des réponses telles que
alcalinisation du milieu, accumulation de H,O, et une augmentation de 1’activité de la LOX
(Jourdan et al.,2008). La surfactine est actuellement 1’'un des plus puissants surfactants
d’origine bactérienne connu (Grandgemard,1997). La figure suivante montre une

représentation de la structure chimique de celle-ci

3.2.1.4 Les lipides

L’acide arachidonique est un acide gras polyinsaturé qui possede 4 doubles liaisons et
qui peut générer des oxylipines, efficaces dans ’activation de la synthese de phytoalexines. Il
entraine également une augmentation de I’activité de la LOX (Bostock et al., 1981) et a donc

un réle important dans le déclenchement des mécanismes de défense.
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L’ergostérol est le stérol le plus représenté chez les champignons. Cet éliciteur a été
isolé la premiere fois a partir de spores de Cladosporium fulvum et induit une alcalinisation
extracellulaire chez des cellules de tomate (Granado et al., 1995). Kasparovsky et al. (2003)
ont observé chez des cellules de tabac traitées des modifications de pH, un burst oxydatif, et

la synthese de phytoalexines.

3.2.2 Les éliciteurs spécifiques.

Le principe d’induction de résistance par la plante ou la théorie « géne pour géne » est
expliqué par Flor (1971) et consiste en une protéine exogene synthétisée a partir du gene
d’avirulence (jouant le réle de ligand), qui est reconnue par une protéine végétale codée par le
gene de résistance (jouant le role de récepteur) (Kaloshian et al., 2005). La figure suivante
montre que la résistance dépend de la reconnaissance des produits des geénes concernés.
L’interaction entre plante et pathogene peut étre qualifiée de compatible ou d’incompatible
selon que le pathogeéne possede ou pas les geénes avr, et que la plante possede les alleles de
résistance dominant ou pas (Hopkins, 2003). Dans certains cas, on a pu mettre en évidence

des éliciteurs spécifiques produits par les genes d’avirulence (Knogge, 1996).
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Figure 4. La théorie «

géne-pour-géne ».
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¢ R. Avr - produit du géne Avr

Figure 1: La théorie "géne pour gene"
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3.2.3 Les éliciteurs chez les insectes

Chez les insectes, des éliciteurs de mécanismes de défense des plantes ont été
découverts dans les salives de certaines chenilles de plusieurs Lépidopteres: on retrouve
notamment une glucose oxydase dans la salive d’Helicoverpa zea (Eischenseer et al, 1999),
une -glucosidase dans la salive de Pieris brassicae (Mattiaci et al., 1995), la volicitine chez
Spodoptera exigua (Alborn et al., 1997), et récemment la caeliférine chez Schistocerca
americana (Alborn et al., 2007). Ces éliciteurs sont classés en 2 groupes. La glucose oxydase
et la B-glucosidase sont considérées comme des enzymes lytiques tandis que le N-[17-
hydroxylinolenoyl]-L-glutamine (volicitine), le N-linolenoyl-L-glutamine et le N-linolenoyl-
L-acide glutamique sont considérés comme des amides de I’acide linoléique.

La GOX a été identifiée dans la salive d’H. zea par Eichenseer et al (1999) et le r6le de
cette enzyme est de catalyser la conversion du D-glucose en acide gluconique et en H,0O,. Elle
est responsable notamment de la réduction de 1’induction de nicotine dans des feuilles de
tabac lorsque celles-ci sont blessées mécaniquement par H. zea (Musser et al, 2002). Dans une
autre étude, on montre que la GOX augmente la survie des chenilles d’H. zea en supprimant
les mécanismes de défense des plantes. Ces résultats ont été obtenus en comparant les niveaux
de nicotine dans les feuilles de tabac blessées par des chenilles dont les glandes salivaires ont
été cautérisées et d’autres avec des glandes salivaires intactes (Musser et al., 2000).

La B-glucosidase a est retrouvée dans les salives de P. brassicae. Elle est suspectée
d’étre le principal facteur qui provoque chez les feuilles de choux blessées, la libération de
substances volatiles attractives pour le parasitoide Cotesia glomerata L. (Mattiaci et al.,
1995).

La volicitine, identifiée comme le N-[ 17-hydroxylinolenoyl]-L-glutamine, a été isolée
pour la premiere fois dans les salives de Spodoptera exigua (Alborn et al., 1997). La mise en
contact de salive a des feuilles blessées de mais, entraine 1’émission de substances organiques
volatiles a savoir des terpénoides et de I’indole. Une autre étude montre que des jeunes plants
de mais traités a de tres faibles concentrations de volicitine pure relarguent de grandes
quantités de terpénoides qui ont un fort pouvoir attractant pour le parasitoide Microplitis
croceipes (Turlings et al., 2000). La volicitine parait étre une substance synthétisée a partir
d'un dérivé d'acide linoléique provenant de la plante et de glutamate provenant de la chenille.
La réaction se passe vraisemblablement dans la cavité buccale de la chenille. Cependant les

enzymes jouant un role dans la synthese de la volicitine sont inconnues (Paré et al., 1998). La
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volicitine est produite par formation d'une liaison amide entre 1'acide linolénique et la fonction
amine de la glutamine et de la 2-hydroxylation de 1'acide linolénique.

Le N-linolenoyl-L-glutamine et le N-linolenoyl-L-acide glutamique sont tous les deux
des amides d’acides gras qui ont été retrouvés dans les sécrétions orales de Manduca sexta et
leurs activités biologiques ont été déterminées (Halitschke et al, 2001). La biosynthese de
I’éliciteur N-linolenoyl-L-glutamine a ét€ mise en évidence dans des fractions de microsomes
de certains tissus alimentaires chez Manduca sexta. L’enzyme qui catalyse la biosynthese a
été localisée dans la fraction protéique de la membrane des microsomes (Lait et al., 2003).

La caeliférine a été identifiée pour la premiere fois chez Schistocerca americana. Cet
éliciteur est composé d’acides gras saturés et mono-insaturés dans lesquels le w-carbone est
fonctionnalisé avec soit un hydroxyle sulfaté soit un carboxyle conjugué a la glycine via une
liaison amide (Alborn et al., 2007). Il s’agit donc ici d’une nouvelle catégorie d’éliciteurs
produits par des insectes herbivores qui ne sont pas des Lépidopteres. Cela fournit une preuve
supplémentaire que les plantes ont la capacité de détecter un large éventail de composés
produits par des insectes phytophages et d’y répondre. Une autre preuve nous est fournie par
De Moreas (2001) qui montre que des plants de tabac, coton et mais produisent des composés
volatils différents en réponse a des attaques de 2 especes phytophages proches a savoir H. zea
et H. virescens. Ces composés émis par la plante permettent au parasitoide Cardiochiles

nigriceps de distinguer les deux especes.

3.24 Eliciteurs : salives et miellat chez le puceron

Parmi les 4000 especes de pucerons décrites actuellement, 250 sont considérées
comme des ravageurs économiques et sont responsables de dégats directs et indirects
(Blackman and Eastop, 2000). Le puceron généraliste Myzus persicae L. a une tres large
gamme de plantes hotes. En effet, il est capable de transmettre plus de 100 virus a plus de 400
plantes (Quaglia et al., 1993). Jusqu’a présent, les modeles de ravageurs étudiés concernaient
plutdt les insectes de type broyeur. L’investigation des salives de pucerons a la recherche
d’éliciteurs potentiels est donc relativement récente.

Il a été montré que I’émission de composés volatils de plants de pomme de terre
infestés par M. persicae est significativement différente de celle de plantes saines ou blessées

mécaniquement par une aiguille (Harmel et al., 2007). De plus, ces composés ont une
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influence sur le comportement reproductif de la syrphe ceinturé Episyrphus balteatus. (De
Geer)

Des phénoloxydases ont été trouvées dans des salives de pucerons par Miles (1985) et
il semblerait que celles-ci interviennent dans la détoxication des défenses des plantes (Miles
and Oertli, 1993). Urbanska et al. (1998) ont confirmé la présence d’une activité
phénoloxydase dans des salives de pucerons. Une pectinase a également été détectée dans des
salives de Schizaphis graminum (Ma et al., 1990).

Les protéines contenues dans les salives de pucerons sont de deux types : structurelles
et enzymatiques. Les protéines structurelles forment une gaine autour du stylet et ont un poids
moléculaire estimé a 154 et 66/69kDa (Baumann and Baumann, 1995). Les enzymes
salivaires sont des hydrolases et des enzymes d’oxydation et de réduction (Miles, 1999 ;
Cherqui and Tjallingii, 2000). Une étude réalisée sur S. graminum, A. pisum et M. persicae a
montré la présence de phénoloxydase, pectinase et peroxydase, ce qui confirme les activités
enzymatiques précédemment découvertes. Cependant, aucune protéinase et aucune cellulase
n’ont été trouvées dans les salives de ces pucerons (Cherqui and Tjallingii, 2000).

Chez M. persicae, I’analyse de salives de ce dernier a permis de mettre en évidence
une glucose oxydase, une glucose déhydrogénase, une NADH-déhydrogénase, une
glucosidase et une amylase. Des protéines ont également été identifiées grace a la
spectrométrie de masse, ce qui consitue une nouveauté (Harmel et al., 2008). En effet, jusqu’a
présent, seules des activités enzymatiques avaient été détectées chez le puceron.

La technique EPG (electrical penetration graph) a permis de contrdler 1’activité
électrique lors de la pénétration dans la plante par les pucerons. L’enregistrement des
variations é€lectriques montre différentes activités : pénétration du stylet, sécrétion de salive et
ingestion de seve (Tjallingii, 2006). Aussi, 'EPG a montré quatre phases de sécrétions
salivaires lors de la pénétration de la plante. La premiere est une sécrétion de salive gélifiante
intercellulaire entourant le stylet. La seconde correspond a une salivation intracellulaire a
I’intérieur des cellules bordant le stylet. Troisiemement, on observe 1’émission de salive dans
le phloeme et enfin la quatrieme phase est la sécrétion de salive de maniere discontinue et
directement ingérée avec la seve. Les trois dernieres phases font intervenir une salive aqueuse.
(Cherqui and Tjallinggi, 2000). La figure suivante représente schématiquement les différentes

phases de la sécrétion salivaire.
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Figure 2: Différentes phases de sécrétions salivaires chez le puceron.
Source : http://jxb.oxfordjournals.org/cgi/content/full/57/4/739/F1G4

En ce qui concerne le miellat de pucerons, celui-ci est majoritairement composé
d’acides aminés libres, d’amides, de protéines, de minéraux, de vitamines (Way, 1963), de
lipides (Buckley, 1987), d’acides organiques et de saccharides (Yao et Akimoto, 2001).Ces
derniers représentent a eux seuls 90 a 95% de la matiere seche. La plus grande partie des
hydrates de carbone est composée de sucres d’origine végétale (67 a 89% des sucres totaux)
(Hogervorst et al., 2007). La composition en acides aminés est variable mais 4 acides aminés
sont plus occurrents que les autres a savoir 1’asparagine, la glutamine, le glutamate et la sérine
(Wood ring et al. 2004)

La composition en sucres du miellat est relativement semblable a celle du phloeme
prélevé par le puceron (Hackers et al., 2000).

Le miellat peut agir comme une kairomone volatile et de contact. Ainsi, suite a une
perception gustative ou tactile, certains auxiliaires peuvent voir leur comportement varié
comme 1’oviposition par exemple (Budenberg et al., 1992). Aussi, le premier stade larvaire
d’Episyrphus balteatus s’oriente vers ses proies apres avoir étiré ses papilles afin de percevoir
les phéromones d’alarme ou sexuelles du puceron mais aussi les composés volatils du miellat

(Bargen et al., 1998)
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3.3 La transduction du signal

Une fois que la reconnaissance de 1’éliciteur par la plante a eu lieu, celle-ci est suivie
de la transduction du signal, incluant une série d’événements cellulaires et moléculaires
précoces (de 1’ordre de quelques minutes) dans le but de mettre en place les mécanismes de
défense. Parmi les événements les plus précoces, on peut observer :

- des réactions de phosphorylation/déphosphorylation de protéines suite a

I’activation de protéines kinases
- modifications des flux ioniques (Ca**, H*, CI"K*)

- la production de formes actives de I’oxygene (FAO).

L’importance et la localisation de ces mécanismes varient selon le modele
plante/pathogeéne. La figure suivante dresse un apercu des différents évenements cellulaires
succédant a 1’élicitation, qui conduisent a la mise en place des mécanismes de défense de la

plante.
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Figure 3: Evenements cellulaires que I’on observe suite a I’élicitation chez des cellules de
tabac (Jourdan et al., 2008)
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3.3.1 Les réactions de phosphorylation/déphosphorvlation des protéines

La phosphorylation est une modification réversible et covalente des protéines qui
consiste a fixer un groupement phosphate supplémentaire. Cet événement a un impact sur
I’activité biologique, la durée de vie et sur la localisation des protéines (Xing et al., 2002).

Ces réactions ont un role important dans la signalisation et la mise en place des
défenses. En effet, I’utilisation d’inhibiteurs de protéines kinases, comme la staurostorine,
entraine des modifications des autres événements cellulaires. Des modifications concernant
I’alcalinisation du milieu extracellulaire (Felix et al., 1991 ; Mathieu et al., 1996), le burst
oxydatif (Chandra et Low, 1995 ; Mathieu et al., 1996) et la production d’éthylene, ont été
observées. Les MAP kinase (Mitogen activated protein kinase) sont des protéines
phosphorylables qui semblent jouer un role indispensable dans 1’activation des mécanismes de
défense et la transduction des signaux (Scheel, 1998). Une MAP kinase induite par I’acide
salicylique semble jouer un réle important dans les mécanismes de défense chez le tabac (
Zhang et al., 1998)

Les inhibiteurs de protéines phosphatases, quant a eux, ont un effet inverse et sont
capables de mimer des réactions de défenses en 1’absence d’éliciteurs. On peut observer,
lorsque de la calyculine est appliquée sur cellules de tomates, une phosphorylation intense des
protéines (Felix et al., 1994) tandis que 1’on observe un burst oxydatif lorsque cet inhibiteur

de phosphatases est appliqué sur cellules de tabac (Mathieu et al., 1996).

3.3.2 Les flux ioniques

Les modifications concernant les flux ioniques au niveau cellulaire font partie des
premiers évenements qui ont lieu suite a la reconnaissance d’un éliciteur. On observe un
alcalinisation du mileu extracellulaire et une acidification cytoplasmique qui se traduit par une
entrée d’ions calcium et de protons ainsi qu’un efflux d’ions potassium, chlorure et nitrates
(Nurnberger et al., 1997 ; Zimmermann et al., 1998 ; Wendehenne et al., 2002).

Wendehenne et al. (2002) a montré que 1’efflux de nitrate et de chlore était régulé par
les événements de phosphorylation et par 'influx de calcium. Le traitement de cellules de
persil par un éliciteur pep 13 ou par la cryptogéine entraine un efflux d’ions potassium et

chlore 1i€é a une augmentation du calcium libre cytoplasmique ainsi que 1’influx de protons
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(Nurnberger et al., 1994 ; Viard et al., 1994 ; Bush, 1995). L’augmentation intracellulaire du
calcium a pour effet d’inhiber I’entrée de glucose dans la cellule, de dépolariser la membrane,
d’activer une NADPH oxydase et des MAPs kinases (Jourdan et al., 2008). Le calcium a donc
une importance dans les variations ioniques étant donné qu’on le retrouve dans différentes
voies de signalisation. En effet, 1’utilisation d’inhibiteurs de canaux calciques, de chélatants
comme ’EDTA et ’'EGTA, d’ionophores, ou encore la réduction des apports de calcium dans
le milieu de culture inhibent les réponses spécifiques généralement observées (Chandra et al.,
1997 ; Nurnberger et Scheel, 2001). Jabs et al. (1997) a aussi montré que le retrait de calcium
du milieu de culture de cellules de persil empéchait la production de FAO et I’accumulation
de phytoalexines. Un traitement utilisant des ionophores a calcium, comme 1’amphotéricine
B, induit des mouvements ioniques mais aussi une production de FAO sur des cellules
d’épicéa ou une production de phytoalexines sur des cellules de soja (Schwacke et Hager,
1992 ; Tavernier et al., 1995).

Les flux ioniques ont donc une importante cruciale dans la transduction du signal et la

mise en place des mécanismes de défense.

3.3.3 La production de formes actives de [’oxyvgéne, burst oxydatif

Le burst oxydatif est une réponse intense rapide et transitoire qui a lieu a la surface de
la cellule végétale en réponse a des stimuli externes. Cet évenement correspond a la
production de formes activées de 1’oxygene (FAO) obtenues par réduction d’'une molécule de
dioxygene. Parmi les produits que 1’on regroupe sous les noms de FAO figurent le radical
superoxyde (O,), le peroxyde d’hydrogene (H,0,) et le radical hydroxyle (OH") (Wojtaszek,
1997 ; Mittler et al., 2004). On remarque que la production de FAO existe méme en
conditions normales mais les quantités produites sont telles qu’elles peuvent étre aisément
catabolisées (Wojtaszek, 1997 ; Parent et al., 2008). L’accumulation de ces composés joue un
role important dans la mise en place des mécanismes de défense ( Bolwell, 1999).

L’anion superoxyde (O, est produit suite a I’addition d’un électron sur une molécule
de dioxygene. Dans les cellules végétales, I’anion superoxyde est en état d’équilibre avec le
radical hydroperoxyle. Ces 2 composés ont une durée de vie de 1’ordre de la seconde et sont
rapidement dismutés par la superoxyde dismutase (SOD) en H,0,. La SOD se trouve dans

certains compartiments cellulaires et surtout le chloroplaste.
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Le peroxyde d’oxygene (H,0,) est un composé stable capable de traverser les
membranes plasmiques et nucléaires (Wojtaszek, 1997) qui est éliminé et transformé en eau
par des réactions réductrices séquentielles qui utilisent 1’ascorbate, le glutathion et le
NADPH. Il s’agit de la voie de Halliwell-Asada (Hopkins, 2003).

Le radical hydroxyle (OH) est un oxydant puissant possédant une durée de vie
d’environ une nanoseconde. Il s’agit d’un radical libre hautement réactif et toxique. Il est
formé a partir de la réaction d’Haber-Weiss entre le superoxyde et le peroxyde d’oxygene
(Hopkins, 2003).

Le monoxyde d’azote (NO) est considéré comme une forme activée de I’oxygene, bien
qu’il peut s’agir d’une forme active de I’azote. Delledonne et al. (1998) a montré que cette
molécule jouait un role dans les mécanismes de défense chez les plantes et notamment lors de
la réaction hypersensible (Dangl, 1998). La fonction de 1’oxyde nitrique est d’agir en parallele
avec les FAO pour induire une apoptose cellulaire afin de détruire les pathogeénes. Par
exemple, le NO qui réagit avec O, forme le peroxynitrite, qui est une molécule trés oxydante
et tres réactive et qui cause la destruction de tissus par oxydation (Delledonne et al., 2001). De
plus, le NO induit également I’expression de certains genes chez le tabac (Durner et al.,
1998).

Les NADPH oxydases, quelques peroxydases et une oxalate oxydase sont les enzymes
impliquées dans la production des FAO. Chez les mammiferes, lors d’une attaque bactérienne,
la NADPH oxydase entraine la formation de 1’anion superoxyde. Le complexe enzymatique
est composé de 2 protéines membranaires (gp91 phox et p22 phox). En utilisant gp91 phox
comme modele, des homologues végétaux de cette protéine ont été clonés chez le tabac,
Arabidopsis et le riz (Simon-Plas et al., 2002 ; Tores et al., 2002). Des plantes transgéniques
n’exprimant plus cette enzyme ne produisent plus de FAO, ce qui suggerent que ce type
d’enzymes est impliqué dans leur production (Simon-Plas et al., 2002 ; Torres et al., 2002).
Des peroxydases sont également capables de produire des FAO chez plusieurs plantes
supérieures. Brown et al. (1998) a identifi€¢ une peroxydase de 46 kDa capable de produire du
peroxyde d’hydrogene chez le haricot. Enfin pour ce qui est de 1’oxalate oxydase, il s’agit une
enzyme qui produit également des formes actives de 1’oxygene chez les céréales. Celle-ci
utilise 1’acide oxalique pour produire du peroxyde d’hydrogene et du CO, (Dumas et al.,
1995). On remarque que chez I’orge, I’activité de cette enzyme, également appelée germine,
augmente significativement suite a 1’infestation par Erysiphe graminis f. sp. Hordei (Wei et

al., 1998).
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La forme de la réponse que I’on observe apres la reconnaissance d’un éliciteur
bactérien par la plante est généralement biphasique. La premiere phase est considérée comme
une réponse non spécifique. Le second pic de production de FAO implique une oxydase
NADPH-dépendante, une peroxydase ainsi que d’autres enzymes (Wojtaszek, 1997 ; Grant et
loake, 2000). Par contre, dans le cas ou des cellules de tabac sont traitées avec un éliciteur
fongique, on observe une réponse qui a lieu en une phase (Wojtaszek, 1997).

Les FAO produits suite a I’élicitation ont plusieurs effets. En plus d’avoir une action
directe contre les pathogenes, elle permet un renforcement des parois du végétal (Wojtaszek,
1997 ; Bolwell, 1999). Bradley et al. (1992) a montré qu’un traitement de cellules de haricot
avec un éliciteur fongique induit un renforcement des parois, les rendant ainsi plus résistantes
aux enzymes hydrolytiques. Les FAO ont également un role dans I’induction de la mort
cellulaire au cours de la réaction hypersensible en agissant comme molécule signal (Levine et
al., 1994). Aussi, les FAO interviennent dans la production de phytoalexines, dans
I’expression des geénes de défense d’une part et des genes de protection des cellules saines
d’autre part et dans I’initiation de la réaction hypersensible (Brisson et al., 1994 ; Low et
Merida, 1996). Ces composés peuvent également initier des modifications de flux ioniques et

la production d’acide salicylique (Pontier et al., 1998).

3.4 Les voies de signalisation intercellulaires

Lorsque 1’on observe I’établissement d’une résistance locale chez la plante, celle-ci
entraine généralement la mise en place d’une résistance systémique dans les tissus sains. Cette
résistance systémique correspond a I’activation de certains genes qui permettent I’induction et
le maintien d’un état de résistance a long terme (Roos, 1961). Les relais entre les réponses
précoces et les réponses plus tardives (de I’ordre de 30 minutes a plusieurs heures) sont
assurés par un certain nombre de molécules signales endogenes parmi lesquelles 1’acide
salicylique (SA), les jasmonates (JA), le NO et I’éthylene (ET) jouent un role important.

Trois phytohormones (SA, ET et JA) sont connues pour étre impliquées dans la
régulation et la mise en place des mécanismes de défense (Glazebrook, 2005 ; Loake et Grant,

2007 ; Balbi et Devoto, 2008).
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3.4.1 La voie de l’acide salicvliqgue

L’acide salicylique est un composé phénolique obtenu via la voie de biosynthese des
phénylpropanoides. Il est formé par 1’hydroxylation de I’acide benzoique. Le SA est impliqué
dans les mécanismes de défense contre les pathogeénes biotrophes (virus, champignons,
bactéries) ainsi que dans la mise en place de la résistance systémique acquise (Grant et Lamb,
2006). L’accumulation de SA dans les tissus de la plante est également corrélée a la synthese
de protéines PR (Malamy et al., 1990). Des expériences montrent que des plants
transgéniques de tabac et d’Arabidopsis surexprimant une enzyme bactérienne de dégradation
de I’acide salicylique (NahG) étaient incapables de développer une résistance systémique
acquise et la syntheése de protéines PR était tres faible (Gaffney et al., 1993 ; Delaney et al.,
1994). Le marquage de SA a mis en évidence que plus de 60% du SA que I’on retrouve dans
les tissus non-infectés provient de la syntheése de celui-ci dans les zones infectées (Shualev et
al., 1995). Hunt et al. (1996) a suggéré que le SA était transporté vers les tissus non-infectés
via le phloéme. Le SA apparait donc comme étant nécessaire dans 1’induction de la RSA.

Récemment, des études ont montré que le méthyle salicylate (MeSA), un composé
volatil synthétisé a partir du SA et qui est induit par une infection d’un pathogene, joue le role
d’inducteur mobile de la RSA chez le tabac (Park et al., 2007). Le MeSA est également
capable d’induire une résistance chez des plantes voisines a la plante qui subit I’agression

(Huang et al., 2006)

3.4.2 Lavoie des jasmonates et de I’ éthylene

Les jasmonates et 1’éthyléne sont quant a eux impliqués dans 1’activation des défenses
contre les pathogénes nécrotrophes et les insectes phytophages. Lors d’une attaque de la
plante par un insecte possédant des picces buccales de type broyeur, il en résulte une
activation des voies JA et ET. Des protéines et des composés secondaires comme des
inhibiteurs de protéases, des polyphénoloxydases ou des molécules de défenses volatiles par
exemple, sont ainsi produits (Giordanengo et al., 2007).

Parmi les jasmonates, 1’acide jasmonique synthétisé a partir de 1’acide linolénique et
son ester méthylé (le méthyle jasmonate) font partie des composés qui induisent une
résistance contre maladies et insectes (Creelman et Mullet, 1997). Ils sont obtenus via la voie

de biosyntheése des octadécanoides. Le méthyle jasmonate est important dans 1’expression
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d’inhibiteurs de protéases dans des cellules de tabac (Rickauer et al., 1992) et est aussi en
mesure d’activer I’expression des genes des lipoxygénases (Creelman et al., 1992). Un apport
exogene d’acide jasmonique et de méthyle jasmonate induit une RSA chez la pomme de terre
et la tomate infestée par Phytophtora infestans (Cohen et al., 1993). Aussi, des études ont
montré que des plantes transgéniques qui n ‘étaient plus capables de synthétiser de I’acide
jasmonique, étaient sensibles au attaques d’insectes (Howe et al., 1996).

La voie de synthese des phytoalexines, ces antibiotiques végétaux produits lors de la
RH ou lors de la RSA, est celle de I’acide jasmonique. En effet, celui-ci et son ester méthylé
sont responsables de la syntheése des enzymes produisant les phytoalexines (Bonnemain et
Chollet, 2003).

L’éthyleéne est une hormone végétale obtenue au départ de la méthionine et qui a un
impact sur les mécanismes de défense (Ecker, 1995). Durant la RH, le niveau d’ET augmente
de maniere significative (De Laat et Van Loon, 1982 ; Jang, 2009). Knoester et al. (1998) et
Boller et al. (1993) ont également montré que des traitements d’ET induisaient 1’expression
de certains genes codant pour des protéines PR. L’ET, en plus d’activer la synthese de
certaines protéines PR, semble également intervenir dans le renforcement de parois végétales
(Enyedi et al., 1992). Cependant, I’ET n’est pas suffisant pour induire seul la RSA. En effet,
des plants de tabac traités a 1’éthyléne ne montrent pas de RSA suite a I’infection par le virus

de la mosaique du tabac (Brederode et al., 1991).

3.4.3 Les interactions entre les différentes voies

Des études montrent que les voies de signalisation de SA et JA sont antagonistes. En
effet, I’application d’acide acétylsalicylique (aspirine) empéche I’accumulation d’inhibiteurs
de protéases (Doherty et al., 1988 ; Doares et al., 1995) et le SA supprime 1’expression de
genes codant pour des protéines PR (régulés par le JA) chez le tabac (Niki et al., 1998). Plus
récemment, Spoel et al. (2007) a montré chez Arabidopsis thaliana que les défenses liées a la
voie du SA, induite par I’infection du pathogene biotrophe Pseudomonas syringae, rendaient
les tissus infectés plus susceptibles a I’infection par le pathogeéne nécrotrophe Alternaria
brassicola en supprimant la voie de signalisation du JA.

Malgré le fait que les différentes voies de signalisation sont mutuellement
antagonistes, des preuves d’interactions synergistes ont également été rapportées (Glazebrook

et al., 2003 ; Mur et al., 2006).
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Les interactions entre les voies de signalisation sont utiles pour aider la plante a choisir
quelles stratégies de défense développer. Il est intéressant de constater que certains agresseurs
des plantes ont mis au point des stratégies permettant de supprimer les mécanismes de
défenses ou de modifier les voies de signalisation (Pieterse et Dicke, 2007). En effet, les
nymphes de la mouche blanche Bemisia tabaci sont capables d’induire 1’activation de la voie
du SA, supprimant ainsi les défenses relatives au JA et permettant ainsi un meilleur
comportement de ’insecte (Zarate et al., 2007). Little et al. (2007) a également montré que
des éliciteurs provenant des ceufs de Pieris rapae et Pieris brassicae suppriment les défenses

relatives au JA, afin d’améliorer 1’éclosion des larves.

344 Le cas des insectes piqueurs | suceurs

Les pucerons sont considérés comme phénotypiquement plus proches des
champignons et des bactéries phytopathogeénes que d’autres insectes broyeurs en ce qui
concerne les mécanismes de défense mis en ceuvre par les plantes (De Vos et al., 2005).
Lorsque les dégats sont occasionnés par ce type d’insecte, on remarque une activation non
seulement des voies JA/ET mais aussi des voies du SA. Des protéines PR (pathogenesis-
related) sont produites (Moran et Thompson (2001), mais 1’on observe beaucoup de réactions
hypersensibles sous contrdle génétique simple (Sauge et al., 2006). Cela suggere que le réseau
des voies de signalisation activé et utilisé par la plante dépend de I’agent pathogene et de sa
pathogénicité. Par conséquent, les interactions entre les voies du SA et de JA/ET sont régulées

en fonction du pathogene (Adie et al., 2007)
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3.5 Les mécanismes de défense

3.5.1 Les protéines PR (pathogenesis related)

Les stratégies de défense des plantes contre les différents stress auxquels elles sont
soumises sont variées. Les protéines PR constituent un groupe de protéines particulieres
induites dans des cas d’attaques de pathogenes, de blessures, de conditions défavorables. Elles
furent découvertes pour la premiere fois dans des feuilles de tabac ayant réagit au virus de la
mosaique du tabac (TMV) (Van Loon et Kammen 1970 ; Gianinazzi et al., 1970).

Les protéines PR, initialement différenciées en 5 groupes, sont classées en 17 familles.
Les bases de la classification sont la similarité des séquences d’acides aminés, les relations
sérologiques et immunologiques et les propriétés enzymatiques (Van Loon et al., 1994). Les
principales caractéristiques physico-chimiques de ces protéines sont les suivantes : un faible
poids moléculaire (6-43 kDa), stables a bas pH (< 3), thermostables et hautement résistants
aux protéases. Elles se situent dans la vacuole et on observe leur accumulation principalement
dans I’apoplasme (Fritig et al., 1998 ; Van Loon, 1999).

Les fonctions de protéines PR sont variées. C’est Legrand et al. (1987) qui fut le
premier a détecter une activité chitinase chez des protéines du groupe 3 chez les protéines de
tabac. De la méme facon, une activité $-1,3- glucanase a été identifiée chez des protéines du
groupe 2 (Kauffmann et al., 1987). Des activités chitinase ont été détectées chez les PR-4, PR-
8 et PR-11. Enfin, des protéases, des peroxidases, des ribonucléases et des activités lysozyme
ont été détectées chez des PR-7, PR-9, PR10 et PR-8 respectivement. Les PR-6 sont
caractérisées par une activité inhibitrice de protéases (Van Loon et Van Strien, 1999, et
références incluses). Les produits de dégradation causés par 1’activité enzymatique, comme
des fragments de chitine ou de glucane par exemple, constituent alors des éliciteurs de
mécanismes de défense (Heitz et al., 1994). La figure suivante reprend les différentes familles

et propriétés des protéines PR.
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; Protéines PR Activité enzymatique Cible chez le pathogéne J
PR-1 ? Membrane ?
| PR-2 B-1,3-glucanase Glucanes c-ic la paroi
| PR-3 Endochitinase Chitine de la paroi
PR-4 Endochitinase Chitine de la paroi
PR-5 ? Membrane
PR-6 Inhibiteur de protéinase Protéinase
PR-; Protéinase ’
PR-8 Endochitinase Chitine de la paroi
PR-9 7Peroxi;i.;1;iv o -;
PR-10 ! RNase ?
PR-11 Endochitinase Chitine de la paroi
I PR-12 défensines ?
PR-13 thionines ?
PR-14 Prolc’ilri;:is:j:: ml;cn de 2
PR-15 Oxalate oxidase Membrane
PR-16 Oxalate oxidase-like Membrane 1
PR-17 inconnue | ?

Figure 1: Classification des protéines PR (pathogenesis-related proteins) chez les plantes.
Modifié d’aprés The families of pathogenesis-related proteins, their activities, and comparative
analysis of PR-1 type proteins. (1999). Van Loon L. C. and Van Stricn E. A Physiological and
Molecular Plant Pathology. 55: 85-97 et Recognized families of pathogenesis-related proteins.
http://www bio.uu.nl/~fytopath/PR-families.htm

Figure 4: Classification des protéines PR (Van Loon et Van Strien, 1999)

On remarque la présence de défensines et de thionines au niveau des protéines PR-12
et PR-13. Il s’agit de peptides antimicrobiens synthétisés suite a une agression par un
pathogene (Terras et al., 1995) et qui ont été découverts par la premiere fois chez le blé et
I’orge. Ces deux familles, proches par leur poids moléculaire, leurs séquences en acides
aminés et le nombre de cystéines (Collina et al., 1990), différent au niveau de la disposition
des ponts disulfure (Bruix et al., 1995). Les thionines ont la fonction de modifier la
perméabilité membranaire des champignons par flux ioniques et relargage du contenu
cellulaire (Thevissen et al., 1996). Le rdle des défensines est multiple, a savoir inhibiteur d’a-
amylases chez I’insecte (Bloch et Richardson, 1991), inhibiteur de protéases (Wijaya et al.,
2000), médiateur dans la tolérance au zinc chez les plantes (Mirouze et al., 2006) et inhibiteur

microbien (Terras et al., 1992). L’expression de ces peptides est médiée par I’acide

jasmonique et 1’éthylene (Epple et al., 1995)
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3.5.2 Laréaction d’ hypersensibilité

La réaction d’hypersensibilité, ou mort cellulaire programmée, correspond a une
réaction nécrotique au niveau des cellules infectées par des agents pathogenes, dans le but
d’empécher leur progression. Les réactions qui apparaissent lors de la réaction hypersensible
sont tres similaires quels que soient la plante-hote et le parasite (Lepoivre, 2003).

Le r0le de cette réaction est [’apparition dans 1’apoplasme de protéines
antimicrobiennes et toxiques ainsi que de molécules capables d’induire des réactions de
défense chez les cellules voisines de I’infection (Goodman, 1994).

Les premiers événements que I’on peut observer lors de cette réaction sont tout
d’abord une désorganisation des membranes plasmiques, suivie d’une décompartimentation
(Freytag et al., 1994). 1l semble que les FAO et des hydroperoxydes d’acides gras
polyinsaturés agissent dans le processus en initiant la mort cellulaire (Rustérucci et al., 1996 ;
Bestwick et al., 1997). Les FAO ont donc un rdle dans la peroxydation des lipides, la
régulation de geénes de protection (Levine et al., 1994) et I’induction de la LOX (Rance et al.,
1998). Dorey et al. (1999) a montré cependant que le peroxyde d’hydrogeéne n’était pas le
signal essentiel a la mise en place du mécanisme d’apoptose chez des cultures de cellules de
tabac.

La réaction hypersensible n’est pas nécessaire pour la mise en place des mécanismes
de défense. En effet, c’est ce que 1’on observe chez des mutants d’A. thaliana, incapables
d’induire une mort cellulaire, mais capables d’induire une résistance face a une souche

avirulente de Pseudomonas (Yu et al., 1998).

3.5.3 Renforcement des parois cellulaires

Le renforcement des parois constitue un autre mécanisme de défense, qui consiste en
I’accumulation de certains composés dont notamment la lignine, la subérine, la callose ainsi
que de résidus riches en hydroxyproline (protéines HRGP) (Benhamou, 1996). Tous ces
composés conferent aux parois une résistance particuliere en formant un réseau réticulé
impénétrable aux pathogenes. Les protéines HRGP ont la possibilité d’agglutiner des

bactéries et de réduire leur mobilité (Benhamou, 1966).
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3.54 Les métabolites secondaires

Selon Harbone (1993), les métabolites secondaires sont des molécules qui n’ont pas de
role défini dans le métabolisme primaire, a savoir le développement et la survie de la plante,
mais qui possede néanmoins une fonction défensive. Parmi ceux-ci, on distingue notamment
des flavonoides, isoflavonoides, stilbénes, coumarines et anthocyanines. C’est lors de
I’interaction avec un pathogene que les enzymes responsables de la synthese de ces composés
sont induites.

Les phytoalexines sont des métabolites secondaires de faible poids moléculaire qui
jouent un role dans la réponse a des éliciteurs (Rustérucci et al., 1996). En effet, des plants
d’A. thaliana génétiquement modifié€s incapables de produire des phytoalexines sont sensibles
aux agressions d’Alternaria brassicola, tandis que des plants témoins sont résistants au

pathogene (Thomma et al., 1999)

3.5.5 Les émissions de composés volatils

Les plantes peuvent aussi se défendre via I’émission de composés organiques volatils a
partir du site de la blessure. Lorsque la blessure est causée par des insectes phytophages de
type broyeur, les composés que 1’on retrouve principalement sont du MeJA, du cis-jasmone,
des composés volatils en C6, des indoles, du MeSA, des monoterpenes, des homoterpenes et
des sesquiterpenes. La répartition de ces composés varie qualitativement et quantitativement
selon le type d’interactions. Lors d’attaques bactériennes ou fongiques, les composés
relargués sont des composés volatils en C6, des terpenes, des indoles et du MeSA (Kaloshian
et al., 2005).

Les insectes piqueurs-suceurs, quant a eux, entrainent des dégats mécaniques peu
importants et comme déja dit plus haut, se rapprochent des champignons et bactéries en
termes de mécanismes de défense mis en place par la plante. Les composés émis sont surtout
de type monoterpenes et sesquiterpenes comme par exemple le (E)-P-farnéseéne et le MeSA
(Kaloshian et al., 2005)

Les composés volatils en C6 produits par 1’activité catalytique de I’hydroperoxyde
lyase (HPL) sont présents dans les tissus chez toutes les plantes et dérivent de la voie de la
LOX (Hatanaka et al., 1987). La figure suivante représente un schéma de la LOX. HPL

produit du cis-3-hexanal ou de 1’hexanal en fonction du substrat. L’alcool déshydrogénase et
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des facteurs d’isomérisation produisent le trans-2-hexenal, le trans-2-hexenol, le cis-3-

hexenol et I’hexenol, qui font partie des premiers composés relargués a partir des sites

endommagés (Turlings et al., 1995). De plus, ces composés représentent la majeure partie des

composés émis par A. thaliana (Bate et al., 1998). Des études suggerent que la présence de

ces composés dans ’air environnant les plantes initie la production de phytoalexines

(Zeringue, 1992), réduit 1’alimentation des insectes (Hildebrand et et al., 1993) et possede une

activité antimicrobienne (Croft et al., 1993).
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4 Matériel et méthodes

4.1 Matériel biologique de base

Les feves (Vicia faba Linné€) sont semées dans des pots de polystyréne a I’intérieur
desquels on retrouve un mélange constitué a 50% de perlite et a 50% de vermiculite. Les
semences sont placées a mi-hauteur dans les pots dont les dimensions sont 8 x 8 x 9 cm et un
arrosage régulier est réalisé.

Le puceron Myzus persicae est élevé sur V. faba et les plants sont infestés des que les
premicres feuilles apparaissent. Ces derniers sont renouvelés chaque semaine afin de
maintenir I’élevage de pucerons. Le dispositif est constitué¢ de 6 pots de V. faba déposés sur
un bac en plastique, le tout disposé a l’intérieur d’une cage en tulle pour empécher la
dissémination de M. persicae. Cette cage est placée au sein d’un phytotron sous une
photopériode 16 : 8 fournie par des tubes néons de 40 Watts. La température est de 23 +/-

1°C.

4.2 Collecte de salive de M. persicae

La salive des pucerons est récoltée a 1’aide d’un systeme de dictes artificielles. Des
tubes en PVC de 3 cm de hauteur et 4 cm de diametre sont recouverts a 1’aide de 2 carrés de
Parafilm ™ étirés afin de permettre la pénétration du stylet des pucerons et entre lesquels se
trouvent 150 a 200 ul de diete artificielle. La composition du milieu artificiel standard est
adaptée pour M. persicae et se trouve en annexe 1. Le pH de la solution est ajusté a 7,5.

A I’aide d’un pinceau, les pucerons élevés sur les feves sont transférés dans les tubes
en PVC a raison d’environ 50 pucerons par tube. Ensuite les tubes sont placés sur un petit bac
et laissés pendant 48 heures dans un phytotron ot les conditions de photopériode et de lumiere
sont identiques aux conditions d’élevage. Grace a leur stylet, les pucerons prélevent la di¢te a
travers le Parafilm™ comme s’il s agissait du phloéme et le canal salivaire déverse la salive
dans la diete. Une fois les 48H écoulées, la dicte est récupérée a 1’aide d’une micropipette et
placée dans un tube Eppendorf de 2 ml. La diete contenant la salive peut €tre utilisée en 1’état

ou congelée dans un surgélateur a une température de —20°C.
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4.3 Approche cellulaire : impact de différents éliciteurs sur des

suspensions cellulaires de tabac en termes de pH et de burst

oxydatif

4.3.1 Suspensions cellulaires de tabac

Les suspensions cellulaires de tabac baignent dans un milieu de culture liquide
essentiel a leur maintien et dont la composition figure dans 1’annexe. Des volumes de 50 ml
de ces cellules sont conservés dans des Erlenmeyer entourés d’aluminium afin de protéger les
cellules de la lumiere. De plus, les suspensions cellulaires doivent €tre en agitation
permanente a 110 RPM sur 360° (Multi-Shaker PSU 20) a une température de 28°C. Les
cellules doivent étre repiquées tous les 7 jours et pour cela 0,7 ml de suspensions cellulaires

sont placés dans 50 ml de milieu neuf.

4.3.2 Mesure de l’évolution du pH dans le milieu de culture

La mesure de 1I’évolution du pH extracellulaire est réalisée a 1’aide d’une sonde pH
(pH 3310, WTW GmbH) précédemment calibrée a 1’aide des solutions tampons fournies
dans le kit.

Les mesures s’effectuent dans des petits tubes en verre surmontés d’un bouchon en
plastique percé de maniere a laisser passer la sonde pH qui est stabilisée a 1’aide d’un tips. Les
tubes en verre sont placés de manicre a étre agités en permanence a 110 rpm, y compris
durant la mesure. Ces derniers sont entourés d’aluminium pour empécher une exposition des
cellules a la lumiere.

Pour chaque mesure, on utilise un volume de 10 ml de suspension cellulaire qui sont
prélevés a I’aide d’une pipette stérile sous flux laminaire. Les cellules sont 4gées de minimum
5 jours a partir du moment ou elles ont été repiquées et elles sont en agitation pendant 3
heures avant la mesure. Une fois ce délai écoulé, les différentes mesures sont effectuées selon
4 traitements différents. Le témoin négatif est constitué des cellules de tabac en 1’absence
d’éliciteur. Le témoin positif est constitué de la suspension cellulaire traitée avec un éliciteur

produit par Bacillus subtilis : la surfactine (description voir plus haut). Les 2 autres
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traitements correspondent a la mise en contact des cellules a la diete artificielle seule et a la
dicte artificielle en présence de salive de M. persicae. La quantité de surfactine est appliquée
de maniere délicate au fond des tubes en verre a raison de 25 ul par traitement.

Les intervalles de mesure sont de 30 secondes et cela pendant une période de 110

minutes.

4.3.3 Mesure du burst oxvdatif

Le burst oxydatif correspond au relargage rapide de formes actives de 1’oxygene
comme le peroxyde d’hydrogene et le radical superoxyde a partir de cellules. La mesure de
celui-ci consiste a quantifier le nombre de photons issus de la réaction entre le luminol, les
FAO et un catalyseur, en I’occurrence le ferrocyanate de potassium. Il s’agit en réalité de la
mesure de la chémiluminescence et celle-ci se fait a I’aide d’un luminometre.

La mesure de la chémoluminescence nécessite un mode de préparation particulier des
cellules, a savoir un filtrage sur un filtre en nylon a vide en veillant a ne pas dessécher les
cellules. Les cellules présentes sur le filtre sont récupérées a I’aide d’une fine spatule et
placées dans une solution de milieu HEPES. Le volume de milieu utilisé est généralement le
double de celui qui a été filtré. Une fois les cellules suspendues, celles-ci sont agitées pendant
3 heures sous 110 RPM et 28°C. La composition du milieu HEPES pour 100 ml est la
suivante : 48 mg de HEPES, 9 mg de K,SO,, 7,3 mg de CaCl, et 3 ,18g de Mannitol.

Les réactifs utilisés pour la réaction sont les suivants : du tampon phosphate 50nM a
pH 7.9, du luminol 1,1 mM (conservé a 1’obscurité) ainsi que du ferrocyanate de potassium 14
mM qui est le catalyseur de la réaction.

Le milieu de la réaction est constitué de 100 ul de tampon phosphate et 100 ul de
luminol. Celui-ci se trouve dans une cuvette de mesure de 2 ml qui sera placée dans le
luminometre. On ajoute a cela 50 ul de suspension cellulaire que ’on préleve a 1’aide d’un
tips coupé afin de ne pas stresser ces dernieres. Les cellules sont traitées différemment avec
15 ul de méthanol, de surfactine, de salive et de miellat.

La réaction débute des I’ajout 100 ul du catalyseur ferrocyanate de potassium et se
déroule tres rapidement. La mesure de la production de H,0O, est réalisée a 1’aide d’un
luminometre préalablement calibré (TD-20/20 Luminometer, Turner Designs) pendant une

durée de 30 secondes.
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4.4 Approche génomique : clonage du gene codant pour la GOX

44.1 Extraction d’ARN total

L’extraction de I’ARN total est réalisée, sur environ 100 mg de pucerons entiers, au
moyen du kit RNeasy Mini QUIAGEN (cat : 74103). La concentration de I’ARN est ensuite

évaluée au moyen d’un fluorometre (QUBIT ™)

4.4.2 Syntheése de cDNA simple brin pour PCR classique

La synthése de cDNA se déroule de la maniere suivante : Sul d’ARNm sont dilués
dans 6,5 ul d’eau distillée. On ajoute a cela 1ul d’amorces OligodT (10 uM) et le tout est
incubé a 65°C pendant 5 min. L’ARN est alors mélangé a 4 ul de tampon PCR 5X, 0,5 ul
d’inhibiteur RNase, 2 ul de dNTP (10mM chacune) et 1 ul de transcriptase inverse (Mmulyv,
200 unités/ml). Le mélange est ensuite incubé 1 heure a 42°C puis 10 minutes a 10°C. Le tout

peut étre conservé a —20°C.

4.4.3 Synthese de cDNA double brin et amplification

Dans un premier temps, la Tag DNA polymérase catalyse la syntheése du second brin
de cDNA en utilisant le premier brin comme matrice. Ensuite, la réaction PCR va permettre

d’amplifier le fragment de cDNA double brin

4.4.3.1 Choix des amorces

N

Préalablement a ce travail, plusieurs séquences peptidiques correspondant
potentiellement a une GOX ont été identifiées chez M. persicae par spectrométrie de masse
(Harmel et al, 2008). Sur base de ces séquences peptidiques, deux EST ont été identifiées
chez M. persicae. Suite a une recherche dans la banque de données NCBI, il s’est avéré que
les deux EST identifiées chez M. persicae présentaient un niveau d’identité élevé avec une
GOX de A. pisum. Les amorces reprises dans le tableau ont permis d’amplifier et de
séquencer les deux régions manquantes de la GOX de M. persicae. Le tableau suivant reprend

la séquence de chacune des 6 amorces ainsi que leur température de fusion.
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Amorces Séquence L _de
fusion
GOX 0 FWD 5'- CGT TAT AAA CTC ATG GAT GAT AGC -3' 51,4°C
GOX 1 FWD 5'- TGT TGC AGA CTG GCA GT -3' 54,4°C
GOX 1 REV 5'- ACT GCC AGT CTG CAA CA -3' 54,4°C
GOX 2 FWD 5'- CTG GTT TTG TTA TGT CCT ACG AC -3' 53,6°C
GOX 3 REV 5'- AGC GAA TGA AGA TCC AGA C -3' 52°C
GOX 4 REV 5'- CAA TTG AGT AGT TTG GAT CTT AGT TGT -3' 53,5°C

Tableau 1: Séquences et température de fusion des amorces utilisées

4.4.3.2 Conditions de réaction PCR

Une réaction PCR est nécessaire pour amplifier la région d’intérét. Les combinaisons
d’amorces utilisées sont présentées dans le tableau pour obtenir un total de 7 échantillons.
Chaque réaction se déroule dans un volume total de 50 ul. 5 ul du produit obtenu lors de la
synthese de I’ADN simple brin sont mélangés a Sul de tampon Taq 10X, 1 ul de dNTPs (10
mM chacune), 5 ul de chacune des amorces (10 uM chacune) et 0 ,3 ul de Taq polymérase.

Les 7 tubes sont placés dans 1’appareil (iCycler, Bio Rad) afin d’étre soumis aux différentes

étapes de la PCR qui sont décrites dans le tableau.

Forward Reverse Taille en kB
GOX 4 1800
GOX 0 GOX 3 1140
GOX 1 Rev 240
GOX 4 1500
GOX 1 Fwd
W GOX 3 840
GOX 4 720
GOX 2
GOX 3 120

Tableau 2: Combinaisons d’amorces utilisées
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1X 95°C 3 min
95°C 45 sec
10X 48°C 45 sec
72°C 1 min
95°C 45 sec
30X 51°C 45 sec
72°C 1 min
1X 72°C 5 min

Tableau 3 : Programme utilisé lors de la PCR

4.4.3.3 Séparation et purification des produits PCR

Les acides nucléiques peuvent étre séparés selon leur taille par une électrophorese en
gel d’agarose. Le gel est réalis€ en mélangeant 1 g d’agarose dans 100 ml de tampon TAE
dans lesquels on ajoute 10 ul de bromure d’éthydium pour la révélation sous une lampe a
ultraviolets. Un ul de tampon de charge est ajouté a 5 ul du produit de PCR avant d’étre placé
dans les puits du gel. La migration s’effectue dans la cuve d’électrophorese sous une
différence de potentiel de 70 Volts pendant 45 minutes. Une fois la migration terminée, le gel
est placé sous UV pour la révélation.

Lorsqu’une bande apparait au poids moléculaire attendu, elle est découpée a 1’aide
d’une lame de rasoir afin d’étre purifiée. Le kit QIAGEN QIAquick ® II Gel extraction est

utilisé pour cette partie.

4.4.3.4 Ligation de la bande d’intérét dans un vecteur de clonage

Les bandes d’intérét ont été clonées dans le vecteur pTZ57R/T au moyen du kit de
clonage InsTA™ clone PCR Cloning KIT (Fermentas) selon les recommandations du

fabricant.
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Figure 6: vecteur pTZS7R/T

4.4.3.5 Transformation de bactéries compétentes

Les bactéries compétentes utilisées sont issues d’une souche d’Escherichia coli DH5a
et sont ensuite transformées par la méthode du choc thermique. Les bactéries permettent
d’obtenir une coloration différentielle bleu-blanc des plasmides recombinants et sont des

hotes appropriées pour les applications de clonage utilisant des plasmides.

444 Préparation des cellules compétentes

La pré-culture de la souche bactérienne est mise en culture dans 4 ml de milieu LB,
durant la nuit dans un incubateur a 37°C. Ensuite, 2 ml de la pré-culture sont transférés dans
200 ml de milieu LB stérile. Le tout est placé dans un incubateur a 37°C sous agitation
pendant environ 2 heures jusqu’a obtenir une densité optique a 600 nm de 0,3. Les 200 ml
sont ensuite transférés dans des tubes Falcon de 50 ml et centrifugés a 6000 rpm pendant 5
minutes a 4°C. Le surnageant est éliminé et le culot est resuspendu doucement avec 10 ml de
chlorure de calcium 0,IM froid et stérile. Le reste des opérations est effectué a 4°C pour
préserver la compétence des cellules. Les tubes sont centrifugés pendant 10 minutes a 5000
rpm et le culot est resuspendu avec 800 ul de chlorure de calcium 0,1M contenant 20% de
glycérol. 60 ul des cellules compétentes sont transférés dans des tubes Eppendorf stériles de

1,5 ml et peuvent étre stockées indéfiniment a —80°C.
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445 Transformation des bactéries par la méthode du choc thermique.

5 wl du produit de ligation sont ajoutés a 60 ul de cellules compétentes et I’ensemble
est mixé doucement. Apres une incubation de 30 minutes sur glace, les cellules subissent le
choc thermique a raison de 45 secondes dans un bain d’eau a 42°C. Les cellules sont
transférées dans des tubes Falcon de 15 ml en présence de 200 ul de milieu LB et incubées
sous agitation a 37°C pendant 1 heure. Les échantillons sont ensuite étalés a raison de 80 ul
sur des boites de Pétri contenant un milieu de sélection (milieu LB en présence d’agar,
ampiciline 100 ug/ml, 40 ul de X-Gal 0,8 mg/ml et 10 ul d’IPTG 0,2 mg/ml). Le X-gal peut
étre métabolisé par les 3- galactosidase pour produire un produit bleu. Les cellules exprimant
la 3- galactosidase et cultivées en présence de X-Gal et IPTG deviennent bleues. Par contre, si
un fragment d’ADN a été inséré dans le lacZ (I’un des genes de la - galactosidase), il n’y

aura pas de coloration bleue et I’identification des cellules ayant intégré un plasmide

recombinant sera évidente.

4.4.5.1 Criblage par restriction des transformants

Les colonies blanches obtenues sont prélevées a 1’aide d’un cure-dent et mises en
culture dans 3 ml de milieu de sélection LB ampicilline (100 ng/ml). Les cellules sont ensuite
placées dans un incubateur sous agitation de 140 rpm a 37°C pendant la nuit.

La purification des plasmides est réalisée au moyen du kit QTAGEN QIAprep ® Spin

Miniprep Kit selon la procédure décrite par le fabricant.

4.4.5.2 Digestion enzymatique des plasmides et électrophoreése sur gel d’agarose

Préalablement au séquencage, une digestion enzymatique du plasmide est réalisée de
maniere a s’assurer que celui-ci porte bien I’insert attendu. L’étape de digestion est réalisée

dans un volume total de 10 ul. Le mix suivant est préparé:
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Plasmide 1 pul
Buffer 10X 1 ul
Eco R1 (10 u/ul) 0,5 ul
Bam HI (10 u/ul) 0,5 ul
Eau 7 ul

Le mélange est ensuite incubé pendant 1h a 37°C. Une séparation sur gel d’agarose
1% permet ensuite de visualiser la digestion (1 ul de bleu et 5 ul d’échantillon).
Une fois cette étape réalisée, 30ul des échantillons d’intérét sont envoyés au

séquencage (GATC, Allemagne)

44.6 Clonage dans le vecteur d’expression pQE30-Xa

4.4.6.1 Amplification au moyen d’amorces possédant les sites de restriction

BamH1/Pstl

Des amorces spécifiques a la séquence GOX d’intérét sont construites de manicre a
cloner I'insert dans le vecteur pQE30-Xa en phase avec un His-tag du c6té terminal. Une
réaction PCR, utilisant les amorces ci-dessous, est nécessaire pour amplifier la région
d’intérét correspondante a la GOX. La réaction se déroule dans un volume total de 50 ul. 2,5
ul de cDNA sont mélangés a 5 ul de tampon Taq Pfu 10X, 1 ul de dNTPs (10 mM chacune),
5 wl de chacune des amorces pQE (10 uM chacune) et 0 ,3 ul de Taq polymerase Pfu.
L’échantillon est placé dans I’appareil (iCycler, Bio Rad) afin d’étre soumis aux différentes

étapes de la PCR qui sont décrites dans le tableau.

1X 95°C 3 min
95°C 45 sec
35X 40°C 45 sec
72°C 4 min
1X 72°C 10 min

Tableau 4: Programme utilisé pour la PCR
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4.4.6.2 Préparation de ’insert et du vecteur

44.6.2.1 Préparation de l’insert

Les produits de PCR sont ensuite purifi€s sur gel d’agarose (kit QIAGEN QIAquick ®
I Gel extraction ) et cloné dans le vecteur pJET (kit CloneJET™ PCR Cloning (Fermentas)).

Le mix suivant est préparé :

Buffer 2X 10 pl
pJET 1 pul
Produit PCR 2 ul
H20 7 ul

T4 DNA ligase 1 pul

5 wl du produit de ligation sont ajoutés a 60 ul de cellules compétentes et I’ensemble
est mixé doucement. Apres une incubation de 30 minutes sur glace, les cellules subissent le
choc thermique a raison de 45 secondes dans un bain d’eau a 42°C. Les cellules sont
transférées dans des tubes Falcon de 15 ml en présence de 200 ul de milieu LB et incubées
sous agitation a 37°C pendant 1 heure. Les échantillons sont ensuite étalés a raison de 80 ul
sur des boites de Pétri contenant un milieu LB.

Les colonies obtenues sont prélevées a 1’aide d’un cure-dent et mises en culture dans
4 ml de milieu LB contenant de 1’ampicilline et de la kanamycine. Les cellules sont ensuite
placées dans un incubateur sous agitation de 140 RPM a 37°C pendant la nuit.

La purification des plasmides est réalisée au moyen du kit QTAGEN QIAprep ® Spin
Miniprep Kit selon la procédure décrite par le fabricant. Les plasmides vont ensuite étre

digérés deux fois. Le mix suivant a été préparé :

Buffer 10X Sul
Plasmide 15 pul
Pstl 10 u/ul 2 ul
H20 28 ul

Une fois la premiere digestion réalisée, le produit est purifié a 1’aide du kit PCR

purification GeneJET™. Pour la deuxiéme digestion le mix suivant est préparé :
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Buffer 10X 10 pl
Plasmide purifié 25 ul
BamHI1 10 u/ul 2 ul

H20 63 ul

Lorsque la bande de I’insert apparait au poids moléculaire attendu, elle est découpée a
I’aide d’une lame de rasoir afin d’étre purifiée a 1’aide du kit QIAGEN QIAquick ® II Gel

extraction.

44.6.2.2 Préparation du vecteur pQE30-Xa

Lors de la préparation du vecteur d’expression, celui-ci va étre linéarisé en utilisant les
enzymes de restriction appropriées. Les enzymes utilisées sont Pstl et BamH1 et la digestion
est réalisée en deux étapes car les tampons des 2 enzymes ne sont pas compatibles. Le mix

suivant est préparé pour la premiere digestion :

Vecteur 1 ug 2 ul
Buffer O 10X 4 ul

H20 33 ul
Pstl 10 u/ul 1 pul

Le mélange est incubé pendant 1h30 a 37°C. L’échantillon est ensuite purifié¢ sur
colonne au moyen du kit GeneJET™ PCR Purification (Fermentas). Pour la deuxiéme

digestion le mix suivant est préparé :

Vecteur purifié 25 ul
Buffer BamH1 10 pl

H20 64 ul
BamHI1 10 u/ul 1 pul

Le mélange est incubé pendant 1h30 a 37°C et une fois cette étape terminée
I’échantillon est de nouveau purifié avec le méme kit.

De maniere a minimiser la recircularisation du vecteur, celui-ci est soumis a un
traitement a la phosphatase alcaline (Calf Intestinal Alcaline Phosphatase) qui a pour effet de
déphosphoryler les extrémités 5’-phosphate libres nécessaire a la T4 DNA ligase utilisée lors

de la ligation. Pour cette étape, le mix suivant a été préparé :
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Buffer Ciap 10X 4 ul
ADN vecteur 1 g 25 ul
H20 8 ul
Enzyme Ciap 3 u/ ul 3ul

Le vecteur pQE30-Xa comprend une région formée de 6 résidus histidine consécutifs.
Les protéines marquées par cette région particuliere présentent un intérét lors de la

purification. En effet, ces dernieres posseédent une forte affinité pour les matrices Ni-NTA

utilisées pour les chromatographies.

PT5 »lac O lac © - RBS {AIG| [EER} FXa Recognition Site - MCS S eaan

[

Ampicig

pQE-30 Xa
3.5kb

Col EY

Figure 7: schéma du vecteur pQE30-Xa

4.4.6.3 Ligation de ’insert et du vecteur pQE30-Xa

Pour la ligation de I’insert et du vecteur pQE30-Xa, le kit Rapid DNA Ligation
(Roche) a été utilisé. Cette étape nécessite des rapports de concentrations identiques entre le

vecteur et I’insert. Le mix suivant a été préparé :

Insert 15 ng/2ul 2 ul

Vecteur 30 ng/2ul 1 pul

Dilution buffer 1 ul

H20 1 pul

T4 DNA ligase buffer Spul
T4 DNA ligase 0,5 ul
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4.4.6.4 Transformation de cellules compétentes M15 (pREP4)

5 ul du produit de ligation sont ajoutés a 100 u1 de cellules compétentes M15 (pREP4)
en suivant le protocole décrit dans le kit QIAexpressionist™ (QIAGEN). Une fois la
transformation réalisée, I’échantillon est étalé sur boite de Pétri dans laquelle on a coulé du
milieu LB contenant 25 yg/ml de kanamycine et 100 ug/ml d’ampicilline. La boite est mise a

incuber a 37°C pendant la nuit.

4.4.6.5 Minipréparations d’ADN plasmidique et purification des plasmides

Les colonies obtenues sont prélevées a I’aide d’un cure-dent et mises en culture dans 4
ml de milieu LB contenant de ’ampicilline et de la kanamycine. Les cellules sont ensuite
placées dans un incubateur sous agitation de 140 RPM a 37°C pendant la nuit. 1 ml du
volume des échantillons sera dans du glycérol a —80°C.

La purification des plasmides est réalisée au moyen du kit QIAGEN QIAprep ® Spin

Miniprep Kit selon la procédure décrite par le fabricant.

4.4.6.6 Digestion enzymatique des plasmides et électrophorése sur gel d’agarose.

Avant I’envoi du plasmide muni de I’insert au séquencage, une digestion enzymatique
du plasmide est réalisée de maniere a s’assurer que celui-ci porte bien 1’insert correspondant a
la séquence de la GOX. L’étape de digestion est réalisée dans un volume total de 10 ul. Le

mix suivant est préparé :

Buffer 1 ul
Plasmide 2,5 ul
BamH]1 0,5 ul

H20 6 ul

Le mélange est ensuite incubé pendant 1h a 37°C. Une séparation sur gel d’agarose
permet ensuite de visualiser la digestion.
Une fois cette étape réalisée, 30ul des échantillons d’intérét sont envoyés au

séquencage (GATC, Allemagne).
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4.4.7 Expression protéique a partir de cultures bactériennes d’E. coli.

Les cellules bactériennes stockées dans le glycérol a —80°C sont étalées sur boite de
Pétri par épuisement afin d’obtenir des colonies isolées. A partir de ces colonies isolées,
I’expression de la protéine recombinante est réalisée au moyen du kit QIAGEN The

QIAexpressionist™.

4.4.8 Purification de la protéine recombinante

Le principe de purification de la protéine recombinante repose sur la fixation de la
protéine, marquée de 6 résidus Histidine consécutifs (6xHis-Tag), sur une matrice de nickel

(Ni-NTA). Pour la purification, le kit QTAGEN The QIAexpressionist™ a été utilisé.

4.5 Approche protéomique

Pour I’approche protéomique, on envisage une étude des effets des éliciteurs d’une
part sur des cellules de tabac dont la description a été réalisée antérieurement et d’autre part
sur des plantes entieres d’A. thaliana.

En ce qui concerne les semences d’A. thaliana, elles sont placées sur du terreau
humidifié dans 2 pots en polystyréne situés en permanence dans un fond d’eau. Apres 4
semaines, les plantes au stade rosette sont repiquées a raison de 5 plantes par petits pots de 6 x
6 x 7 cm. La température et la photopériode sont similaires a celles des feves et des pucerons.
Pour les expérimentations, les plantes sont utilisées une fois qu’un maximum de biomasse est

obtenu et avant I’induction florale.

Les protéomes des plantes saines et élicitées sont comparés grace au 2D-DIGE, une
méthode d’électrophoreése a deux dimensions. Cette méthode permet une comparaison a la
fois qualitative et quantitative des échantillons protéiques et permet également de disposer
deux échantillons marqués a 1’aide de différents fluorophores sur le méme gel. La variabilité

entre les gels est donc éliminée. Sur chaque gel, on ajoute également un standard interne
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composé de quantités égales de tous les échantillons de 1’analyse permettant de comparer les
différents gels de I’analyse. Cet échantillon est marqué grace a un fluorophore différent. Les
marqueurs fluorescents utilisés sont les trois CyDyes™ : Cy2™ | Cy3™  Cy5™ (Amersham
Biosciences). La masse et la charge des trois marqueurs ne modifient pas la migration des

protéines.

4.5.1 Plan expérimental

En ce qui concerne les plantes entieres d’A. thaliana, les traitements se déroulent
pendant des durées de 24 et 48h. Pour chaque traitement, 10 plantes sont utilisées. Chaque
plante d’A. thaliana est individualisée quelques jours avant le traitement. Pour I’élicitation a
base de salive, environ 25 pucerons sont appliqués par plante tandis que pour 1’élicitation a
base de miellat, 3 feuilles par plante sont traitées avec un total de 15 ul de miellat . Apres le
traitement, les feuilles sont coupées a la base de la rosette et conservées a —80°C avant de
procéder a 1’étape d’extraction des protéines.

En raison du nombre d’échantillons, les analyses se déroulent en plusieurs séries
décrites dans les tableaux suivants (Tableau et ). Le standard interne (mix) est marqué avec
le Cy2™ dans tous les gels tandis que les autres échantillons sont marqués alternativement
avec un des deux autres fluorophores. Cette méthode permet d’éviter les différences de

marquages de certaines protéines avec le Cy3™ ou le Cy5™.
quag P y y

Gel Cy3™ Cy5™ Cy2™
1 Salive 24h Témoin 24h Mix
2 Témoin 24h Salive 24h Mix
3 Miellat 24h Salive 24h Mix
4 Salive 24h Miellat 24h Mix
5 Témoin 24h | Miellat 24h Mix
6 Miellat 24h | Témoin 24h Mix

125ug 12,5ug 12,5ug
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Gel Cy3™ Cy5™ Cy2™
7 Salive 48h Témoin 48h Mix
8 Témoin 48h Salive 48h Mix
9 Miellat 48h Salive 48h Mix
10 Salive 48h Miellat 48h Mix
11 Témoin 48h | Miellat 48h Mix
12 Miellat 48h | Témoin 48h Mix

12,51¢g 12,51¢g 12,51¢g

Tableau 5 : Plan expérimental de I’analyse protéomique des plantes entieres d’A.
thaliana élicitées par salive et miellat de pucerons.

4.5.2 Extraction des protéines

Pour I’extraction de protéines a partir de feuilles d’A. thaliana, 2 protocoles différents
ont été comparés sur base du rendement et de la pureté de 1’échantillon mais aussi sur base de

la qualité de la séparation des protéines obtenues et 1’aspect des gels apres électrophorese 2D.

4.5.2.1 Extraction au TCA

Pour 4 volumes d’échantillons dans un Eppendorf, on ajoute 1 volume de TCA 100%
(w/v). Apres une incubation de 30 minutes a 4°C, le tout est centrifugé pendant 10 minutes a
14000 RPM et le surnageant est récupéré. Le culot est lavé dans une solution concentrée en

acétone (80%) et centrifugé a 14000 RPM pendant 10 minutes. Ces deux opérations sont

effectuées 2 fois et le culot est ensuite resuspendu dans un tampon UT pendant 1 heure a 4°C.

4.5.2.2 Extraction au phénol

Les échantillons congelés sont moulus dans 1’azote liquide. La poudre de plante est
placée dans un Falcon de 50 ml dans lequel on ajoute 7,5 ml de tampon d’extraction. Le tout
est agité pendant 10 minutes. On ajoute 7,5 ml d’une solution de phénol saturée en tris et le
tout est placé sous agitation pendant 10 minutes a température ambiante. On centrifuge
pendant 20 minutes a 5000g a 4°C et apres cela, la phase supérieure contenant le phénol est
placé dans un nouveau Falcon avec un équivolume de tampon d’extraction. L’ensemble est

vortexé et placé sous agitation pendant 10 minutes. Cette étape est répétée 2 fois. Apres la
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derniere extraction, les protéines sont précipitées par ajout de 10 ml de méthanol. Une
incubation a —80°C durant la nuit est réalisée. Apres un passage a la centrifugeuse pendant 10
minutes, le surnageant est écarté et le culot est de nouveau lavé avec 10 ml de méthanol. Cette
étape est réalisée 2 fois. Le surnageant est écarté sans toucher au culot et ce dernier est lavé
avec 10 ml solution d’acétone (80%). On procede alors 2 fois a un passage a la centrifugeuse
pendant 5 minutes a 5000g. Lors du dernier lavage, la solution est séparée (une fois le culot
resuspendu dans 1’UT-tris) dans des tubes de 2 ml et une fois le surnageant évaporé les

échantillons sont conservés a —20°C.

4.5.3 Quantification des protéines

La quantification est effectuée au moyen du kit RC/DC Protein Assay (Bio-Rad) en
utilisant comme étalon 6 solutions de sérum bovine albumine (BSA) ayant des concentrations
de 0,36 a 2,88 mg/ml. Il est nécessaire de réaliser un blanco contenant 25 i1 d’eau et subissant

toutes les étapes du protocole.

4.54 Marquages aux CyDyes ™

Les solutions stock de CyDye™ sont conservées a —80°C et sont diluées a une
concentration de 100 pmol/ul pour le marquage des protéines. La concentration de tous les
échantillons est portée a 5 pug/ul. 12,5 ug d’échantillons doivent étre marqués par 1 ul de
CyDye™ pendant 30 minutes a I’obscurité. La réaction est stoppée par 1’ajout d’1 ul de lysine

10 mM. Cette étape a lieu a 1’obscurité pendant 30 minutes.

4.5.5 Séparation des protéines

Une fois que les protéines ont été dosées et marquées, il faut encore les séparer pour
permettre leur identification. La séparation s’opere d’abord selon une premiere dimension qui
correspond a une focalisation isoélectrique. Les protéines sont séparées grace a leur charge
nette. Ensuite, la seconde dimension utilise des électrophoreses sur gels de polyacrilamide et
sodium dodecylsulfate (SDS). Il s’agit de techniques appelées SDS-PAGE (polyacrylamide
gel electrophoresis) ou le SDS, un détergent anionique, favorise la dénaturation des protéines

en les entourant d’un manchon de charge négative.
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Figure 8: Procédé de dénaturation des protéines en présence de SDS

Les charges négatives se situent donc le long de la protéine lui conférant ainsi une
charge proportionnelle a son poids moléculaire. Lors de la migration dans le gel, ces charges

vont migrer de facon différentielle a travers un champ électrique en fonction du poids

moléculaire.

4.5.5.1 Electrophorese en 2 dimensions

L’€lectrophorese en 2 dimensions va donc permettre de séparer les protéines sur base
de 2 criteres différents a savoir leur point isoélectrique (pl) et leur poids moléculaire. Une fois
cette opération effectuée, des spots protéiques seront visibles et identifiables sur les différents
gels. Lors de I’interprétation d’un gel en 2 dimensions, 1’axe des abscisses correspond a des
valeurs croissantes de pl (de gauche a droite) et I’axe des ordonnées correspond a des valeurs

de poids moléculaires croissantes (du haut vers le bas).

4.5.5.1.1 Préparation des échantillons

Les 3 échantillons de chaque gel sont réunis dans un eppendorf 0,5 ml. Apres une
incubation de 20 minutes a 1’obscurité avec du DDT 10% et de I'IPG buffer 2%, le volume est
ajusté a 440 ul avec du tampon de réhydratation.10 ul de bleu de bromophénol sont ajoutés et

permettent 1’observation du bon déroulement de la focalisation isoélectrique.
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La fonction du tampon de réhydratation est multiple. En effet, ’'urée qu’il contient
solubilise et dénature les protéines en disruptant les liaisons non covalentes a I’intérieur de
celles-ci. La thiourée améliore la solubilisation des protéines. L’utilisation d’agent réducteur
comme le dithiothreitol (DDT) rompt des ponts disulfures tandis que 1’ASB 14 est un
détergent zwitterionique favorisant la solubilisation des protéines membranaires. Enfin, les

ampholytes produisent une conductivité uniforme a travers le gradient de pH lors de la

premiere dimension.

4.5.5.1.2 Focalisation isolélectrique

Le principe de base de la focalisation isoélectrique (IEF : Isoelectric focusing) est de
créer un gradient de pH dans lequel pourront se déplacer les protéines soumises a un champ
électrique. Les protéines migreront dans ce champ électrique. Arrivées au pH correspondant a
leur pl, elles s'immobiliseront puisque leur charge nette sera nulle. De cette facon, il est
possible de séparer les protéines d’un échantillon selon leur pl.

Un strip holder permet d’accueillir les strips dans le Protean IEF cell (Bio-Rad). De
fins morceaux de papier Whatman sont disposés sur les électrodes du strip holder et
imprégnés de tampon de réhydratation pour permettre le contact avec les électrodes sans
endommager les gels. Les échantillons sont disposés de maniere uniforme entre les 2
électrodes et ensuite recouverts des strips. Les strips utilisés lors de la focalisation sont des
Immobiline ™ Dry Strip pH 3-11 NL de 24 centimetres (Amersham Biosciences) entreposés a
—20°C. Le coté gel est placé contre 1 ‘échantillon. Dans chaque sillon, 2 ml d’huile minérale
recouvrent I’ensemble. Le programme de voltage appliqué dans I'IEF est décrit dans le

tableau suivant :

Phase Voltage Durée
Réhydratation passive ov 9h
200V 2 h monté rapide
Dessalage 200V -> 1000V 4 h montée linéaire
1000V -> 10000V 1 h montée linéaire
Focalisation 10000V 5h 30

Tableau 6: Programme de focalisation électrique
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Les strips doivent ensuite subir une étape d’équilibration avant la seconde dimension.
Cette étape se compose d’une premiere phase de réduction des protéines a 1’aide de DDT pour
briser les ponts disulfures et d’une seconde phase d’alkylation a 1’aide d’iodoacétamide (IAA)
pour que les ponts disulfures ne se reforment pas. Ainsi les protéines sont marquées en
fonction de leur longueur grace au SDS.

Les strips sont préalablement rincés a I’eau désionisée et disposés dans le strip holder.

Pour les deux réactions, la solution suivante est préparée :

Composition 11 30 ml
Urée 36035 ¢ 1081 ¢g
Tris 62,5 ml 1,875 ml

Glycérol 200 ml 6 ml
SDS 20¢g 06¢g

Pour la réduction, 0,2 g de DDT par 10 ml de solution sont ajoutés et le tout est laissé
incubé 15 minutes sous agitation. Pour 1’alkylation, 0,25 g d’IAA par 10 ml de solution sont
ajoutés ainsi que 10 ul de bleu de bromophénol. Le tout est incubé pendant 15 minutes sous

agitation.

45.5.1.3 Seconde dimension

Apres I’étape de focalisation isoélectrique, les protéines doivent a présent étre séparées
selon leur poids moléculaire grace au sodium dodecylsulfate (SDS) et a une des
électrophorese sur gel de polyacrilamide. Les strips sont placés au sommet des gels de

polyacrylamide 12% dont la composition figure dans le tableau suivant :

Composition 1N ombre de gel6s
Acrylamide / Bis-acrylamide 30% 334 ml 200 ml
Tris 1,5M pH 8,8 20 ml 120 ml
H20 252 ml 152,6 ml

SDS 10% 1 ml 6 ml
APS 10% 0,4 ml 2.4 ml
TEMED 40 pul 240 ul
Volume total 80 ml 480 ml

Tableau 7: Composition des gels de polyacrylamide
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Les gels ne polymérisent pas tant que le TEMED (NNN N -
tétraméthyléthylénediamine) et I’APS n’ont pas été ajoutés. En effet, lorsque ceux-ci
réagissent avec la lumicre, ils deviennent des anions hyper actifs enclenchant Ia
polymérisation. Les gels sont coulés dans 1I’Ettan DALT gel casting cassette (GE Healthcare)
et du SDS 0,1% est pulvérisé au dessus des gels afin d’éviter une déshydratation.

Les strips sont ensuite placés au sommet des gels de polyacrylamide 12% et stabilisés
avec 2 ml d’agarose 0,5%. Les éventuelles bulles sont chassées. Les plaques portant les gels
sont posées sur le portoir de la cuve Ettan DALTSsix electrophoresis system (GE Healthcare)
remplie de TGS. Cette derniere est reliée a une cuve de refroidissement et une pompe
maintenant la température a 15°C. L’électrophorese se déroule avec une puissance de 1 Watt

par gel.

4.5.6 Révélation des spots protéiques

Une fois la deuxieéme dimension réalisée, les gels vont étre scannés grace au Typhoon
9400 (GE Healthcare). Cet appareil excite successivement les CyDyes™ a I’aide de lasers
différents. Les spectres de longueurs d’ondes d’excitation et d’émission des fluorophores sont
suffisamment différents pour permettre d’identifier le signal indépendamment. Des filtres
d’émission sont appliqués pour s’assurer que le signal enregistré par le systeéme optique ne

provienne que du fluorochrome excité.

Fluorophore | Emission Filter (nm) Laser
Cy2 520 BP 40 Blue?2 (488)
Cy3 580 BP 30 Green (532)
Cy5 670 BP 30 Red (633)

Tableau 8 : Longueurs d’onde des filtres d’émission et caractéristiques des CyDyes™

Les voltages PMT sont réglés de maniere a éviter la saturation des spots protéiques
tout en ayant une intensité maximale de ces derniers. En effet, la saturation compromet
I’analyse des concentrations des spots protéiques. Cela est vérifié a 1’aide du programme
ImageQuant™ TL (GE Healthcare). Les voltages PMT utilisés pour les Cy2™, Cy3™ et

Cy5™ sont respectivement 665V, 660V et 660V. Ces réglages sont effectués lors de scans
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rapides a faible résolution (1000 um) et les gels sont ensuite scannés a haute résolution (100

um) pendant une heure.

4.5.7 Analyse d’image

Une fois les gels scannés, I’'image est analysée avec le programme Progenesis
SameSpots (Nonlinear Dynamics). Le programme permet de faire correspondre les signaux
des standards de chaque gel entre eux ainsi que les signaux des échantillons marqués aux
Cy3™ et aux Cy5™ avec le signal du standard du méme gel. Les gels sont alignés grice a des
vecteurs générés automatiquement et manuellement. Le logiciel permet la sélection de spots
polypeptidiques d’intérét, c’est a dire dont I’intensité est modulée entre plusieurs conditions
expérimentales, en 1’occurrence des sujets sains et d’autres infestés de salive de pucerons et
de miellat. Seules les zones dont I’intensité est significativement différente du bruit de fond et
plus particuliecrement, celles dont D'intensité varie statistiquement entre les différentes
conditions expérimentales (p < 0,05) sont sélectionnées. Les spots d’intérét peuvent aussi étre
observés en 3 dimensions afin de vérifier s’il s’agit bien d’une protéine. En effet, des

poussieres peuvent étre considérées comme des spots par le programme.

4.5.8 Spot picking

La liste des spots protéiques candidats a I’identification par spectromérie de masse est
réalisée suite a I’analyse d’image. La liste est transmise au Ettan™ spot picker (GE
Healtcare), sous forme de coordonnées. Les spots sont excisés et placés dans une plaque de

96 puits.
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5 Résultats et discussion.

5.1 Approche protéomique

5.1.1 Extraction des protéines

Préalablement a 1’analyse protéomique différentielle proprement dite, deux méthodes
d’extraction de protéines a partir de cellules de feuilles d’A. thaliana broyées ont été testées.
La comparaison des deux protocoles d’extraction est réalisée sur base de la qualité de la
séparation des protéines sur un gel 2D. Les échantillons ont subi une premiere séparation en
fonction de leur point isoélectrique (premiere dimension) et ensuite une seconde séparation
selon leur poids moléculaire. Les gels ont ensuite été colorés au nitrate d’argent et scannés.

La qualité des gels lors du passage sur le scanner ne permet pas d’observer une
différence marquante. Cela est dii notamment a la fragilité¢ des gels d’acrylamide et a la
difficulté de les décoller des plaques en verre. Cependant, immédiatement apres la coloration
au nitrate d’argent, il apparait trés nettement une meilleure séparation des spots protéiques sur
les deux axes selon la méthode d’extraction au phénol. En effet, les spots protéiques étaient
deux fois plus concentrés sur le gel avec la méthode d’extraction au TCA. Une meilleure
migration avait déja été observée lors de la premiere dimension pour la méthode au phénol, ce

qui confirme le meilleur aspect du gel 2D apres coloration.

5.1.2 Expression protéique différentielle

5.1.2.1 Cellules de tabac

Les premieres analyses ont été faites sur des cellules de tabac de 5 jours. Ces dernieres
ont été élicitées avec 750 ul de diete contenant de la salive, par 20 ml de suspension
cellulaire. Ce volume correspond environ a la salive de 350 pucerons. Les concentrations

protéiques des échantillons étaient suffisantes afin d’effectuer le marquage aux CyDyes™, ces
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dernieres étant de 5,43 et 5,24 pug/ul pour les échantillons traités et de 4,42 et 6,4 pug/ul pour
les échantillons témoins.

Les 4 gels DIGE de cette analyse sont des gels analytiques, ce qui signifie qu’il n’est
pas possible de faire de picking ni d’identification, les gels n’étant pas fixés a la plaque de
verre. Les 4 gels de 1’expérience ont donc été analysés a 1’aide du programme Progenesis
SameSpots (Nonlinear Dynamics) et celui-ci a identifié un total 945 spots protéiques. Pour
identifier le nombre de protéines exprimées de fagon différentielle, une vérification manuelle
a été effectuée. Seulement 17 spots seront repris comme étant réellement exprimés de manicre
différentielle avec une différence statistiquement significative. Leur localisation sur le gel est

présentée a la figure suivante.
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Figure 9 : Gel 2D reprenant les protéines exprimées de maniere différentielle chez les
cellules de tabac traitées avec la diete contenant la salive de M. persicae

5.1.2.2 Cellules de feuilles d’Arabidopsis thaliana broyées

Les concentrations protéiques des échantillons étaient suffisantes pour effectuer un

marquage aux CyDyes™, ces dernieres étant de 17,19 et 18,13 pug/ul pour les échantillons
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traités a la salive, de 11,64 et 11,45 ug/ul pour les échantillons traités avec du miellat et enfin
de 9,07 et 10,22 pg/ul pour les échantillons témoins.

Parmi les 12 gels de I’expérience, un de ceux-ci est un gel préparatif, ce qui signifie
que le gel est fixé a la plaque en verre et autorise donc un picking et une identification des
protéines. Le gel préparatif correspond a un mix des 6 échantillons comprenant 300 ug de
protéines, c’est-a-dire 50 ug de chaque échantillon. Les 12 gels de I’expérience ont été
analysés a I’aide du méme programme et celui-ci a identifié un total de 867 spots protéiques,
parmi lesquels seulement 12 spots seront repris comme étant réellement exprimés de maniere
différentielle avec une différence statistiquement significative. Parmi ces spots, 2
correspondent exclusivement a I’infestation par salive de pucerons, 5 au traitement par miellat

et 3 sont communs aux 2 traitements.

Figure 10: Gel 2D reprenant les protéines exprimées de maniere différentielle sur
feuilles d’A. thaliana traitées avec la diete contenant la salive ainsi qu’avec du miellat
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5.1.3 Identification des protéines

Les protéines considérées comme exprimées différentiellement et ayant subi la
digestion ont été envoyées a Licge afin d’étre analysées par MALDI-TOF. Il s’agit d’un
spectrometre de masse couplant une source d’ionisation laser assistée par une matrice et un

analyseur a temps de vol. Les protéines sont en cours d’identification.

5.2 Approche cellulaire

5.2.1 Evolution du pH extracellulaire

Les variations de pH au niveau cellulaire font partie des premiers évenements qui
apparaissent lors de la reconnaissance d’un éliciteur par une cellule. On observe généralement
une alcalinisation du milieu extracellulaire et une acidification cytoplasmique, résultant de
I’entrée de protons et d’ions calcium dans le cytoplasme

Afin d’identifier une éventuelle activité élicitrice présente dans la salive de M.
persicae, nous avons mis en contact une suspension cellulaire de tabac avec différentes
quantités de dicte contenant de la salive. Les témoins négatif et positif correspondent
respectivement aux cellules de tabac seules et a des cellules élicitées avec de la surfactine, un
éliciteur connu. Afin de vérifier qu’une éventuelle modification de pH provenait bien de la
salive, des cellules de tabac ont également été traitées avec de la diete seule.

Les résultats obtenus lors des différents traitements sont présentés dans la figure

suivante.
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Figure 11: Evolution du pH extracellulaire apres ajout de 200 pl de diéte et 200 pl de
diete avec salive
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Figure 12: Evolution du pH extracellulaire apres ajout de 400 pl de diéte et 400 pl de
diete avec salive
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La premiere chose que I’on peut observer est que le pH des cellules seules n’évolue
pas pendant la période de mesure. Des variations trés faibles peuvent cependant apparaitre a
cause du stress occasionné par la mesure elle-méme mais ces variations sont négligeables.

Le témoin positif correspondant aux cellules traitées avec la surfactine, montre que
pendant les premicres minutes de I’élicitation, il se produit une alcalinisation relativement
rapide du milieu extracellulaire jusqu’a la 17°™ minute. Ensuite, le pH tend a redescendre
légerement pendant le reste de la mesure.

Lorsque 1’on ajoute une quantité de diete seule de 200ul, la premiere observation est
une légere acidification du milieu pendant les premieres minutes de 1’élicitation. Ensuite, on
observe une alcalinisation du milieu assez rapide et le pH se stabilise pour donner une courbe
de type plateau.

Suite a 1’ajout d’une quantité de diete seule de 400ul, I’observation est similaire a la
précédente. En effet, on remarque tout d’abord une légere acidification, suivie d’une
alcalinisation et d’une stabilisation du pH.

La variation de pH observée apres 1’ajout de dicte seule est proportionnelle a la
quantité. Il est a noter que le pH de la diete se situe a une valeur de 7,5 et qu’il est donc assez
normal d’observer un effet tampon suite a 1’ajout de celle-ci, le pH des cellules de tabac se
situant dans des valeurs comprises entre 4,8 et 5,3. L’acidification observée au début de
I’élicitation peut étre la conséquence d’un stress provoqué par I’ajout de la dicte.

Lors d’une addition de 200wl de di¢te contenant de la salive, on observe une
alcalinisation du milieu durant les 30 a 40 premieres minutes. Ce phénomene est suivi d’une
stabilisation du pH comme précédemment observé pour les cellules mises en présence de
diete seule. Il semble donc que les cellules ne répondent pas a ce traitement.

L’ajout de 400ul de dicte contenant de la salive provoque une alcalinisation durant les
30 premieres minutes. Ce phénomene est suivi d’une décroissance du pH pendant le reste de
la durée de mesure. L’aspect de la courbe de ce traitement ressemble fortement a celle de la
surfactine et on peut penser que les cellules répondent au traitement.

Etant donné que le pH des cellules de tabac n’est pas le méme a chaque analyse, la
représentation des écarts maximums observés lors d’un traitement peut également étre utile.

La figure suivante reprend le maximum des écarts de pH observé pour chaque traitement.
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Figure 13: Ecarts maximums de pH observés lors des différents traitements (surfactine,
diete 200 ul, diete et salive 200ul, diete 400 ul, diete et salive 400 pl)

Il faut étre prudent avant d’affirmer que 1’ajout de 400ul de diete avec salive provoque
une réponse des cellules de tabac et qu’il s’agit bien d’un mécanisme de défense et non d’un
effet tampon di au pH neutre de la diete. D’une part, parce que les mesures n’ont été réalisées
qu’une seule fois mais également parce que le pH de la diete en présence de salive n’est pas
connu et qu’il risque de biaiser les interprétations. Celui-ci peut étre modifié en présence des
différents composés salivaires de M. persicae. Un autre parametre dont il faut tenir compte est
le volume avec lequel les cellules de tabac sont élicitées. En effet, lors d’un traitement avec la
surfactine, un volume de 20ul suffit pour provoquer une augmentation de pH de plus de 0,5
unité tandis qu’il faut 400ul de diete contenant de la salive pour provoquer une réponse
similaire.

Il faut également tenir compte du fait que les modifications de pH sont des réactions
relativement spécifiques qui peuvent varier d’un éliciteur a I’autre. A priori, la courbe de pH
des cellules en présence de 400ul de diete avec salive est similaire a celle obtenue pour les
cellules traitées a la surfactine, mais nous ne pouvons pas affirmer la présence d’un réel
pouvoir éliciteur présent dans la salive de M. persicae.

Enfin, afin de caractériser au mieux les modifications de pH des cellules de tabac, il
est également été intéressant de procéder a des mesures ou les cellules sont mises en contact
avec de la diete contenant de la salive portée a ébullition. En effet, le fait de chauffer le

liquide permettrait de dégrader les protéines contenues dans la salive. Il serait alors possible
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d’obtenir des informations complémentaires sur 1’implication de composés protéiques sur les

modifications de pH.

5.2.2 Mesure du burst oxvdatif

Parmi les premiers évenements cellulaires qui apparaissent suite a une élicitation, on
trouve la production de formes actives de 1’oxygene. Ce phénomene a généralement lieu dans
les premieres minutes et joue un rdle important dans 1’activation des mécanismes de défense.

Lors de cette expérience nous avons essayé de mettre en évidence la production de
FAO chez des cellules de tabac en présence de dicte contenant de la salive de M. persicae. Le
témoin positif est constitué par la surfactine (éliciteur connu) et le t€émoin négatif est constitué
par les cellules seules.

Les résultats obtenus lorsque les cellules sont mises en contact avec la di¢te contenant
de la salive sont tres proches de zéro et restent stationnaires durant toute la durée de mesure.
Le résultat est identique quelque soit le volume de di¢te contenant la salive ajouté. La méme
observation est réalisée lorsque les cellules sont mises en contact avec la dicte seule. Le
témoin positif, quant a lui, montre trés clairement une réaction importante durant les
premieres minutes de 1’analyse avant de redescendre progressivement et de se terminer apres
30 minutes. La figure suivante montre I’évolution de 1’émission de photons pour les cellules

mises en contact avec la surfactine.
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Figure 14: Emission de photons en fonction du temps

pour les cellules traitées avec la surfactine

Il semble donc que ni la salive ni la diete n’entrainent la production de FAO par les
cellules durant les traitements. Le fait que les cellules traitées avec de la di¢te contenant de la
salive présentent une tres faible émission de photons pourrait suggérer la présence de
composés antioxydants dans la salive de M. persicae. Cependant, cette hypothese n’est pas

retenue en raison de la réponse similaire des cellules traitées avec de la diete seule.

5.3 Approche génomique

5.3.1 Clonage d’'un ADNc codant la glucose oxydase chez M. persicae

Jusqu’a présent, aucun éliciteur connu n’a été identifié avec certitude dans la salive
des pucerons. Cependant, des études ont montré que les composés salivaires jouaient un role
dans I’induction et la manipulation des défenses de 1’h6te (Zhu-Salzman et al., 2004). Les

enzymes salivaires des pucerons interviennent certainement dans la détoxication des défenses
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de la plante. Récemment, une activité enzymatique Glucose Oxydase (GOX) a été détectée
dans la salive de M. persicae (Harmel et al., 2008). La GOX a déja été identifiée comme
éliciteur chez certains insectes broyeurs dont certaines especes de Lépidopteres (Eichenseer
et al., 1999) mais jamais chez les pucerons, ce qui constitue une nouveauté. Parmi ses effets,
la GOX a notamment pour réle de diminuer la concentration de nicotine induite, agissant
comme allomone, lors d’une blessure mécanique chez des plants de tabac. Elle diminue
également la transcription des génes codant pour des synomones chez le tabac (Bede et al.,
2006).

L’objectif de 1’approche génomique développée dans le cadre de ce travail était de (1)
cloner un geéne codant pour une GOX chez le puceron M. persicae de manieére a pouvoir
ensuite (2) produire la protéine recombinante d’intérét et (3) étudier I’effet de celle-ci sur des
cellules de tabac.

Le point de départ de cette approche est I’identification dans la salive de M. persicae
de deux peptides présentant un haut niveau d’identité en acides aminés avec deux EST
(Express Sequence Tag, c’est-a-dire une courte portion séquencée d’un ADN
complémentaire) du puceron M. persicae et nommées respectivement EC389056 et EE262240

(Harmel et al., 2008).

>Myzus_EC389056
FNTGMSGSSFADIEVHQFYIPKNSYSKLCQLKSMFGFSDNSLSVYAKLNYERAISIFTIALINTKSTSKILL

RSKNPLDSPIIVGNMLTEKHDVKSFIEAIKLLSKIEKSDGMKLVNAKLEDIDLDGCAKYTKKTNEHWEC
LLKYMVSTTSSTAGSCRMGLETDKDAVVDSELNVIGISNLRAVGRSVLLLITSAYSHVPCIMVAERAYG
MIKSKYN

>Myzus_EC262240
VADWQYKIQPDSTTGFGIEGNMKIHKGKCLGGSSTTSAQLY VRGSEQLYNTLVKKGLKNWSYNTTETY

FKKVERIRSVTKTETNTTIYGKCGLIPVSKFRKTEVSVLEKIVCSGFEHIGCKKESDINEKDIEVGFVSMQ
GIIKNGRSVNTAKAYLSPIFGRENLKVMKYSRVTKIIVNKTEMKATGVEVQTKFGQTLTLKAKLEVLLC
AGAVGSAQILLASGIGPKKHLSEMEVPVVKDLKVGENFLITPVFTGFVMSYDKSVVCNQTEEEIAFKYL
ARHSGPFX

Figure 15 : Séquences en acides aminés des deux peptides identifiés chez M.persicae.

Les deux EST identifiées ont été analysées a I’aide du programme BLASTp et
présentent un haut pourcentage d’identité en acides aminés (>99%) avec une protéine du
puceron A. pisum (numéro d’accession XP 001949532.1). Cette observation ainsi que

I’appartenance de la protéine d’A. pisum a la superfamille de GMC (Glucose-Méthanol-
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Choline), dont la GOX fait partie, tend a confirmer I’hypothése d’un géne codant pour une
GOX chez M. persicae. L’utilisation du logiciel ClustalW nous a permis de constater que les
deux EST présentent plus de 90% d’identité avec la séquence d’A. pisum et qu’une fois
alignées sur celle-ci, seules deux portions de respectivement 70 et 16 acides aminés sont

manquantes.

>Acyrthosiphon_XP001949532.1
MDDSIYPQDSTRY VINDEEFDFIIVGGGNAGCVLANKLSENVKWKVLLIEAGGDPFPITQIPSLWDRSLN

SVYADWOQFKIQPDSTTGFGIGGNMKIHKGRGLGGSSITSAQLYVRGSEQLYNSLVKKGLKNWSYNT
TETYFKKVERIRSITKTETNTTIYGKCGLIPVSKFRKTEVSVLEKIVCSGFEHIGCKKESDINEKDIE
VGFVSMQGIIKNGRSINTAKAYLSPIFGRENLKVMKYSRVTKIIVNKTEMKATGVEVQTKFGQTL
TIKAKLEVLLCAGAVGSAQILLASGIGPKKHLSEMEVPVVKDLKVGENFLITPVFTGFVISYDKSV
VCNQTDEEIAFKYLARHSGPLSRPNGMSFGGFLNTGMSGSSFADIEVHQFYIPKNSYSKLCQLKSMF
GFSDNLLSVYAKLNYERAISIFTIALINVKSTSKILLRSKNPLDSPIIIGNMLTEKHDIKSFLEAIKLLS
KIEKSDGMNLVNAKLEDIDLDGCAKYTKKTNEHWECLLKYMVSTTSSTAGSCRMGLETDTDAVYV
DGELNVIGISNLRAVGRSVLPMITSAYSHVPCIMVAERAYGMIKSKYN

Figure 16 : Alignement des deux EST de M. persicae sur la séquence de A. pisum

Dans un premier temps, des amorces spécifiques ont été construites sur base de la
séquence nucléotidique d’A. pisum, de maniere a amplifier les deux régions manquantes.
Plusieurs combinaisons d’amorces ont été testées, celles-ci étant reprises au point 3.4.3.2.. Les
positions des amorces sur la séquence sont présentées sur la figure de I’annexe I.

Dans un second temps, des amorces N- et C-terminales spécifiques au gene codant
potentiellement une GOX de M. persicae ont été construites afin d’amplifier le gene au
complet. Ces amorces possedent des sites de restriction BamH1 et Pstl de maniere a cloner
ensuite 1’insert dans le vecteur d’expression pQE30-Xa. Les amorces sont présentées dans la
figure de I’annexe X et les sites de restriction sont présentés en gras.

La séquence amplifiée code pour une protéine de 583 acides aminés, son poids
moléculaire théorique est de 64,384 kDa et son pl théorique est de 9 (déterminés a I’aide du

logiciel ProtCalc)
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MDDSIYPQDSTRY VINDEEFDFIIVGGGNAGCVLANKLSENIKWKVLLIEAGGDPFPITQVPSLWDRSLN
SVADWQYKIQPDSTTGFGIEGNMKIHKGKCLGGSSTTSAQLYVRGSEQLYNTLVKKGLKNWSYNTTET
YFKKVERIRSVTKTETNTTIYGKCGLIPVSKFRKTEVSVLEKIVCSGFEHIGCKKESDINEKDIEVGFVSM
QGIIKNGRSVNTAKAYLSPIFGRENLKVMKYSRVTKIIVNKTEMKATGVEVQTKFGQTLTLKAKLEVLL
CAGAVGSAQILLASGIGPKKHLSEMEVPVVKDLKVGENFLITPVFTGFVMSYDKSVVCNQTEEEIAFKY
LARHSGPLSRPNGMSFGGFLNTGMSGSSFADIEVHQFYIPKNSYSKLCQLKSMFGFSDNSLSVYAKLNY
ERAISIFTIALINTKSTSKILLRSKNPLDSPIIVGNMLTEKHDVKSFIEAIKLLSKIEKSDGMKLVNAKLEDI
DLDGCAKYTKKTNEHWECLLKYMVSTTSSTAGSCRMGLETDKDAVVDSELNVIGISNLRAVGRSVLPL
ITSAYSHVPCIMVAERAYGMIKSKYN

1 100 200 300 400 500 535
Query seq. o ——
Superfanilies RADE_Rossman ( GMC_oxred_N superfamily ) ( GHC_oxred_C superfanily )
Hulti-donains BetA

Figure 17: Séquence codante de la GOX et niveau d’appartenance a la superfamille des
GMC

L’analyse a 1’aide du logiciel BLASTp révele que la séquence appartient a la
superfamille des GMC oxydoréductases. Elle présente un haut degré d’identité avec la
séquence XP 001949532.1 d’4. pisum (96%). Elle semble ¢galement fortement similaire a des
séquences encore non identifiées et appartenant a d’autres ordres d’insectes a savoir Nasonia
vitripennis (99%) et Tribolium castaneum (98%). Il semble donc que la protéine clonée soit

fortement conservée.

5.3.2 Essais d’expression dans E. coli

Notre second objectif était de produire en suffisance la protéine recombinante d’intérét
pour (1) vérifier qu’elle possede bien une activité du type GOX et (2) étudier son effet au
niveau biologique (par exemple sur cellules de tabac). Pour se faire, le systeme d’expression
qui a été retenu est la bactérie Escherichia Coli. En effet, E. Coli est ’'un des hotes les plus
largement utilisés pour la production de protéines recombinantes, en raison notamment de la
rapidité et de la simplicité du systeéme d’expression ainsi que de la quantité élevée de protéine

recombinante produite (de 1’ordre du g/1).
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5.3.2.1 Induction de la protéine recombinante

Deux méthodes d’induction ont été testées. La premiere se déroule a 37°C pendant une
durée de 5 heures et la seconde pendant toute la nuit a température ambiante.

En comparant sur gel 1D, les fractions cellulaires prélevées avant et apres induction a
I'IPTG, il apparait que, quelle que soit la méthode utilisée, le niveau d’induction est
relativement faible.

Cette observation a également été faite par Benet et al. (1998) lors de ’expression en
bactérie du géne codant pour la GOX d’A. niger. La méthode d’induction ne doit donc, a
priori, pas étre remise en cause.

Le faible niveau d’induction observé pourrait étre la conséquence d’autres parametres
a savoir une éventuelle toxicité de la protéine pour la cellule, une faible stabilité de la protéine
ou la présence de protéases chez la souche hote. Il est également possible que les cellules d’E.
coli identifient la protéine du géne eucaryotique comme étrangere et la détruisent. De maniere
a améliorer le niveau de production de la protéine recombinante d’intérét, il serait peut-Etre
utile d’envisager d’autres systemes d’expression (levure, cellules d’insectes, cellules de

mammiferes).

5.3.2.2 Purification de la protéine recombinante

Le principe de la purification de la protéine est une chromatographie d’affinité ou la
protéine, préalablement marquée de 6 résidus consécutifs histidine (6xHis Tag), se lie avec
une matrice de nickel (Ni-NTA).

Comme montré a la figure suivante, les différentes étapes du processus de purification
engendrent une perte importante de la protéine d’intérét, celle-ci se situant a 66 kDa. Les

marqueurs de poids moléculaires sont situés de part et d’autre du gel.
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Figure 18: Gel 1D reprenant les différentes fractions a partir de 1'étape d'induction
jusqu'a la purification [ NI : non induit ; I : induit ; Pellet : culot ; SN : surnageant ;
FLT : flow through ; Wash : wash ; Elution : elution]

Afin d’essayer de réduire cette perte, différents tampons ont été testés. En effet, les
concentrations en imidazole des tampons de lyse et de lavage ont été réduites a
respectivement ImM et 10mM afin de limiter la compétition entre la fixation de I’imidazole
et celle de la protéine a la matrice. Cependant, des pertes lors des étapes de purification étant
inévitables et compte tenu du faible niveau d’induction obtenu, il ne nous a pas été possible

d’obtenir une concentration en protéine recombinante supérieure a 0,49ug/ul.

5.3.2.3 Test d’activité enzymatique

Afin de confirmer 1’activité d’une GOX dans les échantillons, un test d’activité
enzymatique a été réalisé sur plusieurs fractions. Le test a été réalisé sur extrait brut, c’est-a-
dire avant la purification sur matrice Ni-NTA mais aussi sur « flow through » (fraction
comprenant les protéines qui ne se lient pas a la colonne), « wash » (fraction récoltée apres
lavage de la colonne) et « elution » (fraction récoltée apres élution de la protéine d’intérét).
Une GOX purifiée d’Aspergillus niger (Sigma Aldrich) est utilisée comme témoin positif afin
d’assurer la bonne mise en ceuvre du test d’activité. Les absorbances de différentes

concentrations en GOX pure ont été mesurées a 400nm et figurent dans le tableau suivant. Les
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différentes valeurs obtenues pour la GOX d’A. niger permettent de constater que le test

d’activité enzymatique est efficace.

Concentration Absorbance
(ng/ul)
1 0,559
10 0,719
100 0,873

Tableau 9: Absorbances mesurées a 400nm pour différentes concentrations en GOX
pure

Concernant les valeurs d’absorbance des différentes fractions, celles-ci sont présentées

a la figure suivante et mises en relations avec les concentrations en protéines mesurées.

Fractions Absorbance Concentration
(ug/ul)
Extrait brut 0,064 3,79
Flow through 0,024 3,18
Wash -0,002 1,12
Eluat 0,012 0,49

Tableau 10: Absorbances mesurées a 400 nm et concentrations des différentes fractions
de la purification de la protéine recombinante.

Il apparait que I’absorbance décroit au fur et a mesure de 1’étape de purification, et
cela parallelement a la concentration en protéine.

Lorsque ’on compare les valeurs d’absorbance des différentes fractions a celles de la
GOX pure, on remarque que l’activité enzymatique est tres faible méme pour la fraction
« extrait brut » n’ayant pas subi I’étape de purification. La sensibilit¢ du test d’activité
enzymatique est relativement importante puisqu’une variation de densité optique est déja
observée avec une concentration en GOX d’A. niger de Ing/ul. Cependant, malgré une
concentration en protéines dans I’éluat de 490 ng/ul, I’absorbance mesurée reste quasi nulle.
Des résultats similaires ont été observés lors des différentes répétitions. Les résultats obtenus
lors du test d’activité enzymatique ne nous permettent donc pas d’affirmer que le géne cloné
code effectivement pour une GOX. Au stade actuel, I’amélioration des protocoles
d’expression et de purification est nécessaire de maniere a pouvoir répéter les tests d’activité
sur la protéine purifiée. Néanmoins, au vu des faibles niveaux d’activité observés, I’hypothese

selon laquelle la séquence obtenue pourrait coder pour une Glucose Déshydrogénase (GLD) a
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été posée. En effet, lors de nos analyses Blastp, nous avons pu remarquer que les GOX et
GLD présentent généralement un important niveau d’identité (>80%). Bien que Harmel
(2008) n’ait pas observé d’activité GLD sur salive de pucerons, contrairement au test
d’activité GOX qui s’était révélé positif, il serait intéressant de vérifier cette hypotheése sur

protéines purifiées.
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6 Conclusions et perspectives

Les résultats obtenus lors de ’investigation du protéome de plantes d’A. thaliana sains
et infestés de pucerons nous permettent d’observer une expression différentielle de protéines.
Malheureusement, 1’identification de ces protéines n’ayant pas encore eu lieu, il n’est pas
encore possible de connaitre la nature des protéines induites. Cependant, le fait que le génome
d’A. thaliana soit completement séquencé constituera un avantage lors de I’identification de
ces protéines. Nous avons également appliqué de la salive de puceron sur le pédoncule de
feuilles d’A. thaliana coupées a la base afin de vérifier que 1’expression des protéines est
également induite. Les échantillons sont conservés a —80°C.

Concernant les cellules de tabac, ’analyse 2D-DIGE nous a permis d’observer 15
protéines exprimées différentiellement. Il serait également intéressant de procéder a une
identification de ces protéines afin d’observer d’une part, si il y a correspondance des
protéines induites avec celles identifiées chez A. thaliana, et d’autre part si les protéines
induites different d’un traitement a 1’autre. Pour cela, des échantillons de cellules de tabac
élicitées avec de la surfactine, de la salive de M. persicae et du miellat sont conservés a —20°C
dans I’attente d’€tre analysés.

Pour que I’analyse soit complete, I’étude des mécanismes de défense sera également
réalisée sur plantes entieres de tabac. En effet, les conditions du milieu dans lesquelles se
trouve la suspension cellulaire sont relativement éloignées de celles rencontrées en champ sur
plantes entieres.

Enfin, I’évaluation de I’expression de genes codant pour différentes protéines PR sera
réalisée grace notamment a 1’hybridation sur Northern Blot ainsi que sur puces
« Microarray ». Ces techniques permettent d’analyser le niveau d’expression d’un gene dans
une cellule ou un tissu a un moment donné et dans un état donné, par rapport a un échantillon

de référence.

Au niveau cellulaire, apres 1’ajout de 400 ul de diete contenant de la salive nous avons
observé une modification de pH de la suspension de cellules de tabac similaire a celle
provoquée par la surfactine. Cependant, nous devons émettre une réserve concernant ce
résultat. En effet, le pH de la diete est de 7,5 alors que celui des cellules se situe entre 4,8 et
5,3. La réaction observée pourrait donc étre le résultat d’un effet tampon plutét que d’un

mécanisme de défense. De plus, des répétitions doivent étre effectuées et le pH de la dicte
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contenant de la salive doit également étre mesuré afin de caractériser au mieux cet événement
cellulaire précoce.

La faible émission de photons lors de la mesure du burst oxydatif indique qu’il n’y a
pas de libération de formes actives de I’oxygene (FAO) lors de la mise en contact de la dicte
contenant la salive avec les cellules, méme avec un volume de 100 ul, volume correspondant

environ a la salive de 50 pucerons.

Une étude a récemment mis en évidence une activité enzymatique de type GOX dans
la salive de puceron. Dans le cadre de ce travail, nous avons cloné un gene codant pour GOX
et tenté de produire la protéine recombinante d’intérét dans le vecteur d’expression E. coli. A
I’issue de ce travail, il apparait que la protéine d’intérét n’est que faiblement produite par la
bactérie. Au stade actuel, il est donc encore nécessaire d’optimiser les protocoles d’expression
et de purification de maniere a pouvoir répéter les tests d’activité sur des échantillons
suffisamment concentrés en protéine d’intérét. De manicre a améliorer le niveau de
production de la protéine recombinante d’intérét, il serait peut-€tre utile d’envisager d’autres
systemes d’expression (levure, cellules d’insectes, cellules de mammiferes).

Les levures présentent notamment |’avantage d’étre un systeme d’expression
eucaryote relativement simple. Ce systeme d’expression a d’ailleurs été utilis€ avec succes
pour la GOX d’A. niger dans Hansenula polymorpha (Hodgkins et al., 1993) et pour la GOX
de Penicillium dans Pichia pastoris (Crognale et al., 2006).

Le systtme de production en cellules d’insectes garantit en général de bons
rendements de production. De plus, nous pouvons penser a priori que les différents co-
facteurs nécessaires a la bonne production de la protéine seront présents et que les éventuelles
modifications post-traductionnelles garantissant 1’activité de la protéine seront réalisées.
Cependant, aucun exemple d’expression de GOX en cellules d’insectes n’a encore été
référencé.

Le systeme d’expression en cellules de mammiferes peut également €tre envisagé, il
s’avere toutefois plus difficile a mettre en place et génere un colt de production élevé. De
plus, les cellules sont lentes a produire. Ce systeme d’expression a été utilisé notamment pour
I’expression d’une GOX de Spodoptera exigua (Afshar et al., 2010 ; Communication

personnelle).
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Une fois que nous aurons obtenu la protéine purifiée en suffisance, un test d’activité
GOX sera effectué. Les GOX et GLD présentant généralement d’importants niveaux

d’identité (>80%), un test d’activité GLD sera également réalisé.

Des tests biologiques sur cellules de tabac (mesures de pH et de burst oxydatif)

pourront ensuite étre envisagés afin d’évaluer 1’effet éliciteur de la protéine d’intérét.
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Annexes

Annexe I : position des amorces sur la s€équence d’A. pisum

Apisum
Myzus EE262240

Apisum
Myzus EE262240

Apisum
Myzus EE262240

Apisum
Myzus EE262240

Apisum
Myzus EE262240

Apisum
Myzus EE262240

Apisum
Myzus EE262240

Apisum
Myzus EE262240

Apisum
Myzus EE262240

Apisum
Myzus EE262240

Apisum
Myzus EE262240

Apisum
Myzus EE262240

Apisum
Myzus EE262240

Apisum
Myzus EE262240

Apisum
Myzus EE262240

Apisum
Myzus EE262240

Apisum
Myzus EE262240

ATGGATGATAGCATATATCCCCAAGACTCCACGCGTTATGTCATAAACGATGAAGAGTTC

(;()X71 FWD (;()X71 REV

ATTCCTAGCTTATGGGACAGGTCACTAAATAGTGTTGCAGACTGGCAGTTCAAAATACAA
———————————————————————————————— TGTTGCAGACTGGCAGTATAAAATACAA

KAk KKKk KKKk kkkkkkkk *kkkkkkkk

CCAGATAGTACAACTGGATTTGGAATTGGAGGTAATATGAAAATACATAAAGGAAGAGGC
CCTGATAGTACAACCGGATTTGGTATTGAAGGTAACATGAAAATACATAAAGGAAAATGC

khk hkhkkhkhkhkhkhkhkhkk KAKAAkKAkhAkhK* *hkhkk *NhAkhkhkhk *Nhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkx*x * %%k

TTAGGAGGAAGCAGCATCACGAGTGCTCAACTTTATGTTAGAGGAAGTGAACAATTATAT
TTAGGAGGAAGCAGCACCACGAGTGCTCAACTTTATGTCAGAGGAAGTGAACAACTATAT

KAK KKK KKK KKK KK KK AKX KAKAKAKAKAKAKA AR AR KA KK KK A A Ak Kk Kk hkk*x *kkkk

AACTCACTTGTTAAAAAAGGCTTAAAAAATTGGTCTTACAATACAACAGAGACCTACTTC
AACACACTTGTTAAAAAAGGTTTAAAGAATTGGTCTTATAATACAACGGAGACTTACTTC

Khkk Khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkx *NAhkhk *NAXAAKAAKAk*** *NhAk*AkkAkhkhkk*x *hkkk*x *kkk*kxk

AAAAAGGTCGAAAGAATTCGCTCAATTACAAAAACTGAAACAAACACTACCATTTATGGA
AAAAAGGTCGAAAGAATTCGCTCAGTTACAAAAACCGAAACTAACACTACTATTTATGGA

R R R R R R R I I I R I I I E I B I b b I E I Sk h I B I R I I S I I i

AAATGTGGACTTATCCCTGTAAGCAAATTCCGAAAAACTGAAGTAAGCGTTTTAGAAAAA
AAATGTGGACTTATCCCTGTAAGCAAATTCCGAAAAACTGAAGTGAGCGTTTTAGAAAAA

R R R I I R I R R R R R R I E E I I S I I I I I i

ATAGTATGTTCTGGTTTCGAACATATTGGTTGTAAAAAAGAAAGTGACATCAACGAAAAA
ATTGTATGTTCTGGTTTTGAACATATCGGTTGTAAAAAAGAAAGTGACATCAACGAAAAA

Kk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk hhhkhkhkhkhk AAAKAKAKAKAKAKAKAKAR AR AR KRR KRR KRR KKK KKK KK kK

GACATTGAAGTTGGATTTGTTTCAATGCAAGGAATAATAAAGAACGGTAGATCTATTAAC
GACATTGAAGTTGGATTTGTATCAATGCAAGGAATAATAAAGAACGGTAGGTCTGTTAAC

R R R R R I I I I S I R R I I R R R R I dE E E IE b dE E I b b I Sk S

ACCGCTAAGGCATATTTAAGCCCAATTTTCGGCCGTGAAAACTTAAAAGTTATGAAATAT
ACTGCTAAGGCATATCTAAGCCCAATTTTCGGTCGTGAAAACTTAAAAGTTATGAAATAT

khk hkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk *AAXAKAKAKAKAKAKAKAKAKAKA KRR KRR KKK KKK K kK

TCCAGAGTTACAAAAATTATAGTAAACAAAACAGAAATGAAGGCGACTGGAGTTGAAGTA
TCTAGAGTTACAAAAATTATAGTTAACAAAACAGAAATGAAGGCGACCGGAGTTGAAGTA

Kk Ak Kk Kk Kk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk hhk kA Ak Ak Ak Ak Ak A AR A AR AR KA AR KK A AKX KKK KKK KK

CAGACGAAATTCGGTCAGACTCTAACAATAAAAGCTAAATTAGAAGTTTTACTTTGTGCT
CAGACGAAATTCGGTCAAACTCTAACACTGAAAGCTAAATTAGAAGTTTTACTTTGTGCT

Khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk hhkhkhkhkhkhkkhkk * *hkhkhkhkhkhk kA A XA AR AR KAKA KRR KR KKK KKK kK

GGGGCTGTTGGTTCTGCTCAGATATTGTTGGCCTCAGGTATTGGGCCTAAAAAGCATTTG
GGGGCTGTTGGTTCTGCTCAGATATTGTTGGCCTCGGGTATTGGGCCTAAAAAGCATTTG

KAk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk *hhkhkhkhkhk XA A AR KRR KRR KKK K kK

TCTGAAATGGAAGTTCCAGTGGTCAAAGACTTAAAAGTAGGTGAGAATTTCCTAATTACT
TCCGAAATGGAAGTCCCAGTAGTCAAAGACCTAAAAGTAGGTGAGAATTTCCTAATTACT

Kok kokkkkokkkkokk  kkkkok  kokokkokokkkk ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok k ok ok ok ok K ok kK k k kK ok ok ok Kk
Gox_2 FWD

CCAGTGTTTACTGGCTTTGTTATCTCCTACGACAAATCAGTTGTTTGTAACCAAACAGAT

CCAGTGTTTACTGGTTTTGTTATGTCCTACGACAAATCAGTTGTTTGCAACCAGACAGAA

Khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk hhkhkhkhkhkkhkk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkx **x*x**x **k*xx%x

120

180

240
28

300
88

360
148

420
208

480
268

540
328

600
388

660
448

720
508

780
568

840
628

900
688

960
748

1020
808
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GAAGAAATTGCCTTCAAATACTTGGCTAGGCATTCAGGACCCTTAAGTAGACCAAATGGT

GAAGAAATTGCATTCAAATACTTAGCTAGACATTCAGGGCCCTTTA

Kkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk hhkkhkkhkhkhkhkkhkk *hkkkk khkkkkkkk *kkkkx %

ATGAGCTTTGGTGGATTCTTAAACACTGGTATGTCTGGATCTTCATTCGCTGATATTGAA
———————————————— GTTTTAACACTGGTATGTCTGGATCTTCATTCGCTGATATTGAA

Gox_3 REV

*k kkkkkkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrkhxkxkxkkxxx*x*

GTTCATCAATTTTACATTCCTAAAAACTCTTATTCAAAGTTATGCCAACTAAAATCAATG
GTTCATCAATTTTACATTCCTAAAAATTCTTATTCAAAATTATGCCAACTAAAATCAATG

Kk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk hhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrxxhxkxkkx*x*xx%

TTTGGATTTAGTGATAATTTGTTATCAGTGTATGCTAAATTGAATTATGAACGTGCTATT
TTTGGATTTAGTGATAATTCGTTATCGGTGTATGCTAAATTGAATTACGAACGTGCTATT

Khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk hhkhkhkkhkk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkk *hkkkrxhxkxkxxx*xx

TCTATTTTTACAATAGCTTTAATAAACGTAAAAAGTACCAGCAAAATTCTTTTAAGAAGT
TCTATCTTTACAATAGCTTTGATAAACACGAAAAGTACCAGCAAAATTCTTTTAAGAAGT

khkhkkk khkkkkkkkkkkkkk Kkkkkkk

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkhxkxxxx

AAGAACCCATTGGACAGTCCGATTATTATTGGCAACATGTTGACGGAGAAACACGATATT
AAGAACCCATTAGACAGTCCGATTATTGTTGGCAATATGTTGACGGAGAAGCATGATGTT

Khkhkhkhkhkhkhkhkkhkk hhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk *hkhkhkkkhkk hhkkkhkkhkkkhkkkkkkkk **k *k*x *%

AAAAGTTTTCTCGAAGCCATCAAATTACTCTCCAAAATTGAAAAATCTGATGGAATGAAT
AAAAGTTTCATCGAAGCCATCAAATTACTCTCCAAAATTGAGAAATCTGATGGAATGAAG

* Kk kk ok kkk

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk hhkkkkkkkkkkkkkkkx

TTAGTAAACGCGAAGTTAGAAGATATTGACCTCGATGGATGTGCAAAATACACTAAAAAG
TTAGTAAACGCGAAATTGGAAGATATTGATCTCGACGGATGTGCAAAATACACCAAAAAG

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk *k khkkkkkhkhkhkkhkkhkk hhkkkhkk hhkkhkkhkkhkkkhkkhkkkkkkkkk Kkkkkkk

ACCAATGAGCACTGGGAGTGCTTATTAAAATACATGGTGTCTACAACGTCAAGTACTGCT
ACCAATGAACACTGGGAGTGCTTATTGAAATATATGGTATCTACAACGTCCAGTACTGCT

*khkhkhkhkhkkhkk hhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk hhkkhkkhkk hhkkkk hhkkkkhkkhkkkhkk Kkkhkkkkkkkk

GGATCGTGTCGTATGGGATTAGAAACTGACACAGATGCTGTTGTTGATGGTGAGCTGAAC
GGATCGTGTCGTATGGGATTAGAAACTGACAAAGATGCTGTTGTTGACAGTGAACTGAAT

Khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk khkkkkkkkkkkkkkk

*kk ok kkkkk

GTGATTGGTATTTCTAATTTGCGAGCAGTTGGCCGATCTGTTTTGCCAATGATTACTAGT
GTGATTGGTATTTCTAATTTGCGAGCAGTGGGTCGATCTGTTTTGCTATTGATTACTAGT

Khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk *k hhkkkkhkkhkkhkhkkhkkkhkk * Kkkkkkkkkkkk

GCTTACAGTCATGTGCCTTGTATCATGGTCGCTGAAAGGGCATATGGTATGATAAAAAGT
GCTTACAGTCATGTGCCTTGTATCATGGTCGCTGAAAGGGCATATGGTATGATAAAAAGT

Kk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkkhkkhkkhkkhkkkkhkkkkkkkk

AAATACAACTAA 1752 Gox 4 REV
AAATACAACTAAGATCCAAACTACTCAATTG

*hkkkkkkkkkkk

1080
854

1140
44

1200
104

1260
164

1320
224

1380
284

1440
344

1500
404

1560
464

1620
524

1680
584

1740
644
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