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A- Interactions hôte-pathogène chez les plantes supérieures

I) Evénements de reconnaissance

On conçoit aujourd'hui, que l'activation des mécanismes de défense des plantes

résulte d'une cascade d'événements au cours desquels les plantes supérieures et les

agents pathogènes échangent des signaux moléculaires. Les signaux déclenchant les

mécanismes de défense sont appelés des éliciteurs. La reconnaissance par la cellule hôte

d'un éliciteur produit par l'agent pathogène ou par la plante constitue l'étape préalable

et nécessaire à l'activation des gènes spécifiques conduisant à l'expression de la défense.

Certains éliciteurs sont spécifiques (reconnaissance gène pour gène), d'autres sont

généraux (reconnaissance non spécifique) (figure 1). Cependant, les événements de

reconnaissance sont très peu connus chez les pathogènes (Dean, 1997 ; Xu et al., 1998 ;

Lev et al., 1999). Récemment, il a été montré que le pathogène Cochliobolus heterostrophus

est capable de reconnaître des signaux libérés par la plante hôte. Cette reconnaissance

se traduirait par une activation des protéines G et de certaines MAP kinases (Mitogen

Activated Protein). Ces dernières seraient indispensables pour la formation de

l'appressorium et conféreraient un pouvoir pathogène à l'agresseur. En effet, des

mutants de C. heterostrophus, incapables de synthétiser ces MAP kinases, n'arrivent pas à

former un appressorium et à infecter la plante hôte (Lev et al., 1999). Les MAP kinases

sont également impliquées dans l'induction de la formation de l'appressorium et du

pouvoir pathogène chez un champignon pathogène du riz, Magnaporthe grisea (Xu et

Hamer, 1996 ; Xu et al., 1998). De plus, il a été montré que des protéines

serine/thréonine kinases sont impliquées dans le pouvoir pathogène du champignon

Colletotrichum lindemuthianum, responsable de l'anthracnose chez le haricot  (Dufresne et

al., 1998). Ces résultats préliminaires montrent qu'il y'aurait une induction de la

virulence ou du pouvoir pathogène via une reconnaissance des signaux suivi d'une

cascade de signalisation chez les microorganismes pathogènes.



Figure 1 : Schéma d’élicitation des réactions de défense chez les plantes supérieures.
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     a- Reconnaissance spécifique gène pour gène

Dans les années quarante, le biologiste américain Harold Flor a étudié les

interactions du lin et de l’agent pathogène de la rouille du lin, le champignon Melampsora

lini. Il est le premier à développer le concept de reconnaissance gène pour gène (Flor,

1971). Ce concept postule que la résistance de la plante dépend de l’interaction entre le

produit du gène d’avirulence du pathogène et le produit du gène de résistance de la

plante. Plusieurs modèles ont été élaborés pour expliquer ce concept. C’est le modèle

ligand/récepteur qui a été retenu et validé par des études biochimiques et moléculaires

(Keen, 1990 ; Staskawicz et al., 1995 ; Cook, 1998). Ce modèle postule que le produit du

gène d’avirulence, ou un métabolite résultant de son activité catalytique, joue un rôle de

ligand, reconnu par un récepteur codé par le gène de résistance correspondant.

Plusieurs gènes d’avirulences (avr) ont été caractérisés et étudiés chez les

bactéries, les champignons et les virus (De Wit, 1997). Chez les bactéries, le premier

gène d’avirulence cloné est le gène avrA isolé de Pseudomonas syringae pv glycinea

(Staskawicz et al., 1984). Depuis, d'autres gènes d’avirulence ont été clonés surtout dans

les bactéries du genre Xanthomonas et Pseudomonas (De Wit, 1992 ; Dangl, 1994; Bonas et

Van den Ackerveken, 1997). Chez les champignons, l’interaction entre la tomate et son

pathogène, Cladosporium fulvum, est le modèle où la reconnaissance gène pour gène est

la plus étudiée. Deux gènes d’avirulence, avr4 et avr9, ont été clonés (Van Kan et al.,

1991 ; Van den Ackervecken et al., 1992). Les produits de ces deux gènes d’avirulence

induisent une réaction hypersensible1 dans des cultivars de tomate portant

respectivement des gènes de résistance Cf-4 et Cf-9 (Hammond-Kosack et al., 1996 ;

May et al., 1996). Chez les virus, le système le mieux connu est l'interaction entre le virus

de la mosaïque du tabac (VMT) et le tabac, Nicotiana sylvestris. Dans cette interaction la

protéine de la coque du VMT induit une réaction hypersensible chez N. sylvestris

possédant le gène de résistance N’ (Knorr et Dawson, 1988). Le deuxième gène

d’avirulence virale identifié code pour une protéine de capside. La protéine de capside

du virus X de la pomme de terre (VPX) induit la résistance chez les cultivars de pomme

de terre portant le gène de résistance Rx (Bendahmane et al., 1995). C’est le cas aussi de

                                                
1 Un mécanisme de résistance qui se manifeste souvent par l'apparition de zones nécrotiques qui

correspondent à une mort cellulaire programmée des premières cellules infectées.
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la polymérase du virus de la mosaïque du concombre (VMC) qui induit une réaction

hypersensible chez Vigna unguiculata (Kim et Palukaitis, 1997). Tous ces gènes

d’avirulence, bactériens, fongiques ou viraux, codent en général pour des protéines à

activité élicitrice de réponses de défense et inductrice d’une réaction hypersensible chez

les plantes portant le gène de résistance correspondant.

Une trentaine de gènes de résistance ont été également isolés. Le premier gène de

résistance cloné vérifiant le concept gène pour gène est le gène Pto de tomate (Martin et

al., 1993). Ce gène code pour une protéine serine thréonine kinase, qui confère la

résistance aux souches bactériennes P. syringae pv tomato portant le gène d’avirulence

avr Pto. Récemment, il a été démontré que la thréonine en position 204 de la thréonine

kinase joue un rôle clé dans l’interaction avec le produit du gène d’avirulence (Frederick

et al., 1998). Un autre gène de résistance a été cloné, il s'agit du gène Cf-9 de tomate

(Jones et al., 1994 ; Dixon et al., 1996 ; Hammond-Kosack et Jones, 1997). Ce gène

confère une résistance envers un champignon C. fulvum possédant le gène d'avirulence

avr9. Il code pour une protéine extracytoplasmique riche en leucine. A l'exception du

produit du gène de résistance Pto de la tomate, toutes les protéines codées par les gènes

de résistance ont des motifs riches en leucine. Ces motifs interviennent dans les

interactions des protéines. Toutefois, la plupart des gènes de résistance de plantes

codent pour des protéines possédant des domaines très similaires aux récepteurs

présents chez les mammifères, la drosophile et la levure (Hammond-Kosack et Jones,

1997).

     b- Reconnaissance non spécifique : les éliciteurs généraux

Les éliciteurs généraux ne reproduisent pas la spécificité de reconnaissance gène

pour gène (Keen et Dawson, 1992). Ils ont été identifiés par leur capacité à induire au

moins une des réponses typiques de défense, généralement la synthèse des

phytoalexines2. Ces éliciteurs peuvent être issus de la plante (éliciteurs endogènes) ou

des agents pathogènes (éliciteurs exogènes). Ils sont supposés interagir avec un

récepteur à la surface de l'hôte (Mehdy, 1994). On distingue des éliciteurs de nature

                                                
2 Métabolites secondaires (antibiotiques antimicrobiens)
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dans l’expression des réponses de défense chez les plantes supérieures
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oligosaccharidique, glycoprotéique, peptidique et lipidique (Ryan et Farmer, 1991 ; De

Wit et Spikman, 1982 ; Bloch et al., 1984 ; John et al., 1997 ; Coté et al., 1998). Les

oligosaccharides et les β-glycoprotéines sont les éliciteurs les plus étudiés.

1) Oligosaccharides

Plusieurs oligosaccharides ont été détectés comme étant des éliciteurs de réactions

de défense chez les plantes supérieures (figure 2) (Darvill et al., 1992 ; Benhamou et

Nicole, 1999). Trois types majeurs d'oligosaccharides ont été identifiés : les β glucanes,

les oligochitines des parois des champignons, les oligogalacturonides des parois de

plantes supérieures. Ces oligosaccharides sont générés par dégradation des

polysaccharides par des enzymes spécifiques produites par l'hôte ou par les micro-

organismes pathogènes. Une nouvelle classe d'éliciteurs oligosaccharidiques provient

aujourd'hui des parois des algues marines. L'activité élicitrice de ces oligosaccharides

dépend de leur degré de polymérisation ainsi que de leur extrémité réductrice (Kauss et

al., 1989 ; Spiro et al. 1998 ; Simpson et al., 1998). Ces éliciteurs oligosaccharidiques

n'induisent pas de mort cellulaire chez les végétaux traités, contrairement à de

nombreux éliciteurs peptidiques (élicitines, harpines, voir ci dessous).

1-1) Oligoglucanes

Les glucanes constituent les premiers éliciteurs, isolés chez le champignon

Phytophthora megasperma f. sp. glycinea, capables d'induire l'accumulation des

phytoalexines dans les tissus de soja (Ayers et al., 1976). Les oligo-β glucanes sont

obtenus après dégradation du polymère par des β glucanases. Ces dernières font partie

des protéines PR (Pathogenesis Related) synthétisées par la plante après élicitation ou au

moment de l'infection par des agents pathogènes (Fritig et al., 1998). Les β glucanes sont

reconnus par une protéine membranaire qui joue le rôle d'un récepteur chez le soja

(Umemoto et al., 1997). Ces oligomères élicitent la synthèse des flavonoïdes3 chez le

soja (Miller et al., 1994). Il s'avère que ces molécules sont uniquement reconnues par les

espèces de la famille des Fabacées (Hahn, 1996). Cependant, les β glucanes de la bactérie

                                                
3 Métabolites secondaires
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Bradyrhizobium japonicum, symbionte du soja sont capables de supprimer l'accumulation

des phytoalexines induites par d'autres β glucanes chez cette plante (Mithöfer et al., 1996

; Bhagwat et al., 1999).

1-2) Oligochitines

La chitine est un polymère constituant la paroi cellulaire de plusieurs

champignons. Les oligochitines sont issues de la dégradation de la chitine par cette

chitinase. Cette enzyme est une protéine PR produite en réponse à une élicitation ou à

une attaque par des agents pathogènes notamment les champignons (Fritig et al., 1998).

Ces oligochitines induisent des réponses de défense chez plusieurs plantes supérieures

(Darvill et al., 1992 ; Hahn, 1996 ; Benhamou et Nicole, 1999). En effet, ces

oligosaccharides élicitent la synthèse des phytoalexines chez le pois, le soja et le persil

(Darvill et al., 1992). Ces molécules sont aussi capables d'induire la synthèse des

inhibiteurs de protéases, l'accumulation de la callose4 et la lignification de la paroi chez

plusieurs plantes supérieures (Barber et al., 1989 ; Darvill et al., 1992 ; Hahn, 1996 ;

Benhamou et Nicole, 1999). D'autre part, ils induisent des flux ioniques membranaires

chez le soja (Darvill et al., 1992).

1-3) Oligogalacturonides

 Les oligogalacturonides sont issus des pectines après digestion par des

polygalacturonases du pathogène ou des plantes (Cervone et al., 1989 ; Cook et al., 1999

; Bergey et al., 1999). Ces oligogalacturonides induisent des flux ioniques, une

phosphorylation/déphosphorylation des protéines et une production importante

des formes activées de l'oxygène chez certaines plantes terrestres (Farmer et al.,1991 ;

Legendre et al., 1993a ; Mathieu et al., 1996a ; Droillard et al., 1997 ; Orozco-Cardenas et

Ryan, 1999). D'autre part, ils élicitent la synthèse des inhibiteurs de protéases (Bishop et

al., 1984 ; Farmer, 1994 ; Doares et al., 1995), de certaines protéines PR (Davis et

Hahlbrock, 1987 ; Broekaert et Peumans, 1988 ; Boudart et al., 1998), des phytoalexines

(Hahn et al., 1981 ; Walker-Simmons et al., 1983 ; Jin and West, 1984) et de l'éthylène

                                                
4 Métabolite secondaire (polymère de β− 1,3 glucane)



Introduction générale

6

(Simpson et al., 1998) chez de nombreuses plantes supérieures. Ils sont également

capables d'induire la synthèse de lignine ainsi que l'accumulation de glycoprotéines

riches en hydroxyprolines au niveau des parois végétales (Coté et Hahn, 1994 ; Boudart

et al., 1995). De plus, ces oligosaccharides sont impliqués dans la voie de biosynthèse de

l'acide jasmonique (Doares et al., 1995 ; Norman et al., 1999). Ces oligomères sont aussi

responsables de certaines nécroses rencontrées chez la vigne (Cervone et al., 1987). Par

ailleurs, une inhibition de la réaction hypersensible a été observée chez le tabac élicité

par ces molécules (Baker et al., 1990) .

1-4) Oligosaccharides issus des algues marines

Les oligosaccharides issus des algues marines sont également impliqués dans

l'élicitation des réactions de défense chez les plantes supérieures (Joubert et al., 1998;

Klarzynski et al., 2000). Ces éliciteurs sont obtenus après digestion de polysaccharides

pariétaux ou de réserves par des enzymes spécifiques (Boyen et al., 1990a ; Potin et al.,

1991 ; 1995 ; 1999 ; Lépagnol-Descamps et al., 1998). Ils protègent efficacement plusieurs

plantes agronomiques telles que le blé, l'orge, la vigne et les pommiers contre l'infection

par des champignons (Joubert et al., 1998). Appliqués sur des suspensions cellulaires ces

oligosaccharides induisent un burst oxydatif, une alcalinisation du milieu et

l'augmentation de l'activité de certaines enzymes impliquées dans la voie de

biosynthèse de l'acide salicylique et l'acide jasmonique chez le tabac (Joubert et al., 1998 ;

Klarzynski et al., 2000). D'autre part, ils sont capables d'induire la synthèse des

phytoalexines chez la luzerne et le tabac (Kobayashi et al., 1993 ; Klarzynski et al., 2000)

ainsi que la synthèse de certaines protéines PR chez le tabac et le riz (Inui et al., 1997 ;

Klarzynski et al., 2000).
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2) Peptides et glycoprotéines

Les effets des éliciteurs peptidiques et glycoprotéiques sur les plantes supérieures

ont été bien documentés (Ricci et al., 1989 ; Nürnberger et al., 1994 ; Baillieul et al, 1995 ;

1996 ; Pugin et al., 1997 ; Ebel et Mithöfer, 1998). Parmi ces éliciteurs, certains induisent

une réaction hypersensible, d'autres seulement des réponses de défense sans mort

cellulaire (Hahlbrock et al., 1995 ; Baillieul et al., 1995 ; 1996). En effet, une glycoprotéine

de 42 kDa produite par l'oomycète Phytophthora megasperma f. sp. glycinea est capable

d'induire des réactions de défense sans mort cellulaire. Cette glycoprotéine induit des

échanges ioniques, l'accumulation du peroxyde d'hydrogène, la synthèse d'éthylène et

de phytoalexines ainsi que l'expression de gènes qui codent pour certaines protéines PR

(Parker et al., 1991 ; Nürnberger et al., 1994). La partie peptidique est responsable de

l'activité élicitrice. De plus, un fragment peptidique de 13 acides aminés (pep 13) généré

après protéolyse de la glycoprotéine a les mêmes effets éliciteurs que la glycoprotéine

entière (Nürnberger et al., 1994). Par ailleurs, il existe d'autres éliciteurs glycoprotéiques

induisant des lésions nécrotiques et l'activation des gènes de défense. Par exemple, une

glycoprotéine de 32 kDa isolée à partir de plusieurs espèces de Phytophthora induit la

mort cellulaire, l'accumulation de l'acide salicylique, l'expression de certains gènes de

défense et une résistance systémique acquise chez le tabac (Baillieul et al., 1995 ; 1996 ;

Dorey et al., 1997). Deux types de protéines élicitrices de réaction hypersensible et de

gènes de défenses sont bien étudiés : il s'agit des harpines et des élicitines5 (Yu, 1995 ;

Adam et al., 1997 ; Ebel et Mithöfer, 1998).

Les harpines sont des protéines acides de 44 kDa riches en glycine. Elles sont

isolées à partir de deux genres de bactéries phytopathogènes, Erwinia et Pseudomonas

(Wei et al., 1992 ; Baker et al., 1993 ; He et al., 1993 ; Arlat et al., 1994 ; Kim et Beer, 1998).

Elles induisent des flux ioniques, la production des espèces activées de l'oxygène et

l'activation des protéines kinases dans des suspensions cellulaires de tabac et

d'Arabidopsis (Baker et al., 1993 ; Popham et al., 1995 ; Adam et al., 1997 ; Desikan et al.,

1999). Ces protéines sont également capables d'induire une réaction hypersensible et

d'activer l'expression de certains gènes de défense (Wei et al., 1992 ; Desikan et al., 1998).

Elles élicitent aussi la mise en place d'une résistance systémique acquise chez certaines

                                                
5 Petites protéines à point isoélectrique acide (α-élicitines) ou basique (β-élicitines)
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plantes terrestres (Strobel et al., 1996 ; Dong et al., 1999). En effet, ces éliciteurs induisent

l'expression de certaines protéines PR et une résistance systémique.

Les élicitines sont des protéines de 10 kDa isolées à partir des oomycètes du

genre Phytophthora (Ricci et al., 1992 ; Kamoun et al., 1994 ; Boissy et al., 1996). Elles sont

classées en fonction de leur point isoélectrique. Les α-élicitines ont un point isoélectrique

acide tandis que les β-élicitines sont des protéines à point isoélectrique basique. L'élicitine

est capable d'induire une réaction hypersensible ainsi qu'une résistance systémique

acquise envers des bactéries et des champignons chez le tabac, le navet et le radis (Ricci

et al., 1989 ; Kamoun et al., 1993). Parmi d'autres réponses de défense élicitées par les

élicitines on trouve : l'augmentation de la synthèse de l'éthylène, des phytoalexines et de

certaines protéines PR (Milat et al., 1991 ; Yu, 1995).

La cryptogéine est une élicitine de type β isolée à partir de Phytophthora cryptogea.

Cette élicitine induit une mort cellulaire, des flux ioniques, la phosphorylation de

protéines, la production des espèces activées de l'oxygène, la synthèse d'éthylène et

l'accumulation de phytoalexines chez le tabac (Ricci et al., 1989 ; Milat et al., 1991 ; Viard

et al., 1994 ; Tavernier et al., 1995 ; Pugin, et al., 1997). La production des espèces activées

de l'oxygène induite par la cryptogéine semble impliquer une NADPH oxydase (Pugin

et al., 1997 ; Barbier-Brygoo et al., 1997). D’autre part, des plants de tabac transformés

par le gène qui code pour la cryptogéine, et qui sont sous contrôle d’un promoteur

inductible, sont capables de produire cette molécule signal au moment de l’interaction

avec un oomycète virulent Phytophthora parasitica var nicotianae. Cette molécule, ainsi

libérée, induit une réaction hypersensible et l’expression des gènes de défense au niveau

des zones nécrotiques chez ces plantes transgéniques (Keller et al., 1999).

La systémine est aussi un peptide éliciteur des réactions de défense contre les

pathogènes herbivores (Pearce et al., 1991 ; Bergey et al., 1996 ; 1999). Ce polypeptide,

de 18 acides aminés, a été identifié pour la première fois chez la tomate (Pearce et al.,

1991). Depuis, des peptides similaires à la systémine ont été identifiés chez de

nombreuses solanacées (Schaller, 1999). En effet, cet éliciteur synthétisé à partir de la

prosystémine est capable d’induire un burst oxydatif, des flux ioniques membranaires,

une alcalinisation du milieu extracellulaire, des activitées MAP kinases, la synthèse de

polygalacturonases  et l’accumulation d'inhibiteurs de protéases chez la tomate (Doares

et al., 1995 ; Stratmann et Ryan, 1997 ; Moyen et al., 1998 ; Stennis et al., 1998 ; Bergey et
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Lipoxygénase
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-oxydation

Acide jasmonique
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Herbivores
  (blessure)
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Figure 3 : Modèle d’élicitation des réponses de défense par la systémine via l’acide 
jasmonique chez la tomate (d’après Schaller, 1999).
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al., 1999 ; Orozco-Cardenas et Ryan, 1999 ; Schaller et Oecking, 1999). La systémine

élicite également l’activité de deux enzymes, la phospholipase A2 et la lipoxygénase,

impliquées dans la voie de biosynthèse de l’acide jasmonique et d’autres octadécanoïdes

(Farmer et Ryan, 1992 ; Heitz et al., 1997 ; Lee et al., 1997 ; Schaller, 1999). En outre, des

plants de tomates transformés par un ADNc antisens de la prosystémine sont incapables

de synthétiser la systémine et sont sensibles aux herbivores (Howe et Ryan, 1999). De

plus, une surexpression de la prosystémine est suffisante pour induire la mise en place

des réactions de défense vis à vis des insectes chez la tomate (Bergey et Ryan, 1999). Une

fois libérée, par blessure ou par attaque par des herbivores, la systémine se déplace, via

les vaisseaux conducteurs, dans toute la plante entière pour éliciter la mise en place des

réactions de défense (Schaller, 1999). Une protéine de 50 kDa liée à la systémine, au

moment de la signalisation, a été identifiée au niveau de la membrane plasmique de la

tomate (Schaller et Ryan, 1994). Récemment, un récepteur membranaire de 160 kDa qui

reconnaît cet éliciteur a été mis en évidence chez Lycopersicon peruvianum (Scheer et

Ryan, 1999). Ces résultats montrent le rôle important que joue la systémine dans

l’élicitation et la mise en place des réponses de défense chez la tomate vis à vis de ces

pathogènes herbivores ou en réponse à la blessure (figure 3).

3) Lipides

 L'acide arachidonique est un éliciteur lipidique présent dans certains champignons

pathogènes. Cet acide gras est libéré lors de l'infection de la pomme de terre par son

oomycète pathogène Phytophthora infestans. La présence de cet éliciteur dans les tissus

infectés joue un rôle dans le déclenchement des processus de défense tels que

l'accumulation des phytoalexines (Bostock et al., 1981) ou encore l'augmentation de

l'activité de certaines enzymes comme les lipoxygénases (Bostock et al., 1992), la

phénylalanine ammonia-lyase (Maina et al., 1984) et les peroxydases (Bostock et al.,

1986). L'ergostérol, qui est le stérol majeur de la membrane lipidique chez les

champignons, induit l'alcalinisation du milieu de culture des suspensions cellulaires de

tomate (Granado et al., 1995). Les sphingolipides libérés lors de l'infection du riz par un

champignon pathogène Magnaporthe grisea induisent une réaction hypersensible et une

accumulation de phytoalexines chez l'hôte (Koga et al., 1998).
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II) Evénements de transduction du signal

     a- Transduction intracellulaire

La transduction du signal à l'intérieur de la cellule est initiée par une

reconnaissance de l’éliciteur libéré par le pathogène, ou par la plante par un récepteur

localisé au niveau de la membrane plasmique de l'hôte. Cette perception du signal, via

les récepteurs, va induire plusieurs phénomènes qui vont conduire à la mise en place

d'un système de défense local et ou général envers les agressions des agents

pathogènes.

1) Protéines G

Les protéines G sont généralement associées à des récepteurs membranaires. La

stimulation du récepteur induit une augmentation de l’activité des protéines G. Ces

dernières sont impliquées dans la transduction du signal et l’induction des réactions de

défense chez les plantes (Scheel, 1998). En effet, le mastoparan, un activateur de

protéines G, induit une accumulation du peroxyde d’hydrogène dans des cellules de soja

(Legendre et al. 1992). Cette molécule induit également une entrée massive des ions

calcium dans les cellules de tabac (Chandra et Low, 1997). De même, lors de l’interaction

entre le champignon Cladosporium fulvum et la tomate, les événements précoces comme

l’activation de l’ATPase membranaire, de la NADPH oxydase, des canaux calciques et

d’une peroxydase dépendent tous des protéines G (Vera-Estralla et al., 1994 ; Gelli et al.,

1997). Des plantes transgéniques, exprimant la toxine cholérique qui induit

constitutivement et irréversiblement les protéines G, présentent une teneur très élevée

en acide salicylique et en protéines PR (Beffa et al., 1995 ; Yang et al, 1997). Récemment il

a été montré que l’inhibition des protéines G, par un inhibiteur spécifique tel que la

suramine, empêche la production des espèces activées de l’oxygène chez le soja traité

par le produit du gène avrA de Pseudomonas syringae pv glycinea (Rajasekhar et al., 1999)
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2) Phospholipases

Chez les animaux, les protéines G induisent l’activation de phospholipases C. Ces

enzymes sont responsables de la libération de diphosphatidylinositol 4,5 biphosphate,

d’inositol-1,4,5-triphosphate libre (IP3) et de diacylglycérol (DAG) à partir des

phospholipides membranaires. L’IP3 stimule la libération intracellulaire de calcium à

partir du réticulum endoplasmique. Le DAG stimule la synthèse d’une protéine kinase

de type C (Dixon et al., 1994). Les phospholipases jouent aussi un rôle important dans la

transduction du signal induit par la reconnaissance éliciteur-récepteur et par les

protéines G chez les plantes (Henderson et al., 1989 ; Legendre et al., 1993b ; Chandra et

al., 1996a ; Wojtaszek, 1997; Nárvaez-Vásquez et al., 1999). En effet, la phospholipase de

type A2 est impliquée dans le burst oxydatif induit dans des cellules de soja traitées avec

un éliciteur de la paroi du champignon pathogène Verticilium dahliae (Chandra et al.,

1996a). Cette enzyme est également impliquée dans l’interaction entre la tomate et

certains insectes herbivores (Lee et al., 1997 ; Schaller, 1999). Elle permet la dégradation

des phospholipides membranaires et ainsi la synthèse d'acides gras insaturés tels que

l’acide linolénique chez les plantes. Cet acide gras rentre dans la voie de biosynthèse de

l’acide jasmonique (Schaller, 1999). Ces enzymes sont aussi probablement impliquées

dans l’induction du burst oxydatif induit par le gène avr9 chez le tabac (Piedras et al.,

1998). Cependant, il existe des éliciteurs qui induisent un burst oxydatif sans qu’il y ait

activation de certaines phospholipases (Chandra et al., 1996b). Ces résultats montrent

qu’il existe plusieurs voies de transduction qui peuvent aboutir à l’induction d’une

même réponse chez certaines plantes.

3) Flux ioniques

Les réactions les plus précoces en réponse à un éliciteur ou à un pathogène chez

les cellules de plantes sont des changements de la perméabilité membranaire. Ces

changements se traduisent par une entrée importante des ions calcium et des protons

(alcalinisation du milieu extérieur) et une sortie massive des ions potassium et chlorures

(Atkinson et al, 1996 ; Yang et al., 1997 ; Pugin et al., 1997 ; Scheel; 1998 ; Zimmermann et

al., 1998). L’effet des flux ioniques dans la signalisation chez les plantes a été
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particulièrement bien étudié dans le système pep 13-cellules de persil. Le traitement de

cellules de persil avec l’éliciteur pep 13 induit un efflux de potassium et chlore lié à un

influx de calcium et de protons (Nürnberger et al., 1994). Les flux de protons semblent

également jouer un rôle important dans l’induction et la régulation des réactions de

défense chez le tabac et la tomate (Mittler et al., 1995 ; Schaller et Oecking, 1999). Des

canaux calciques membranaires impliqués dans le processus de signalisation ont été

caractérisés chez la tomate et le persil (Gelli et al., 1997 ; Zimmermann et al., 1997). Un

traitement des cellules de tabac par des éliciteurs engendre une augmentation massive

de la teneur en calcium cytoplasmique (Chandra et Low, 1997). La même réponse a été

observée chez la dolique lors de l’interaction incompatible avec le champignon Uromyces

vignae (Xu et Heath, 1998). Par ailleurs, l’inhibition de ces canaux par des inhibiteurs

spécifiques ou une élimination du calcium dans le milieu de culture conduit à une

inhibition du burst oxydatif et de l’accumulation de phytoalexines (Felix et al., 1994 ; Jabs

et al., 1997 ; Piedras et al., 1998 ; Rajasekhar et al., 1999). De même, un traitement des

plantes avec des ionophores, comme l’amphotéricine B, stimulent la production des

espèces activées de l’oxygène et l’expression de gènes de défense ( Tavernier et al., 1995

; Jabs et al., 1997). Tous ces résultats montrent l’importance des flux ioniques dans la

transduction du signal et la mise en place des mécanismes de défense induits par les

éliciteurs et les pathogènes chez les plantes supérieures.

4) Phosphorylation et déphosphorylation des protéines

Des études pharmacologiques ont montré que la phosphorylation et

déphosphorylation des protéines jouent un rôle très important dans les événements de

signalisation et de mise en place des réactions de défense chez les plantes supérieures

(Felix et al., 1994 ; Levine et al., 1994 ; Yang et al., 1997 ; Piedras et al., 1998 ; Scheel, 1998 ;

Rajasekhar et al., 1999 ; Romeis et al., 1999 ; Desikan et al., 1999). En effet, l’inhibition de

ces protéines kinases, par des inhibiteurs comme la staurosporine ou le K252, empêche

l’alcalinisation du milieu de culture de suspensions cellulaires traitées par des éliciteurs

protéiques ou oligosaccharidiques (Felix et al., 1991a ; 1993 ; Viard et al., 1994 ; Mathieu

et al., 1996a ; 1996b ; Droillard et al., 1997). De même, le traitement de plusieurs plantes

par ces mêmes inhibiteurs inhibe l’accumulation des espèces activées de l’oxygène,



Introduction générale

13

l’activation de certaines protéines kinases, la réaction hypersensible, l’accumulation de

l’éthylène, l’activité phénylalanine ammonnia-lyase, l’activation de certains gènes de

défense et l’accumulation des phytoalexines (Grosskopf et al., 1990 ; Felix et al., 1991a ;

Levine et al., 1994 ; Chandra et Low, 1995 ; Jabs et al., 1997). En outre, des protéines

kinases présentant une grande homologie avec les MAP kinases de la levure et des

mammifères sont également impliquées dans les cascades de signalisation et de mise en

place de réaction de défense chez les plantes supérieures (Hirt, 1997 ; Scheel, 1998). Il a

été également démontré que certaines MAP kinases ne sont pas impliquées dans

l’induction du burst oxydatif mais restent indispensables à la mise en place des

mécanismes de défense chez les plantes supérieures (Yang et al., 1997 ; Subramaniam et

al., 1997 ; Drög-Laser et al., 1997 ; Romeis et al., 1999). Une MAP kinase induite par

l'acide salicylique, appelée SIP kinase (pour Salicylate Induced Protein kinase) a été

purifiée à partir du tabac (Zhang et Klessig, 1997). Cette protéine kinase semble jouer un

rôle important dans la régulation des réponses de défense chez le tabac (Zhang et

Klessig, 1998a ; 1998b). Réciproquement, des inhibiteurs de phosphatases tels que la

calyculine A et la cantharidine peuvent induire des réponses de défense en l’absence

d’éliciteur (Levine et al., 1994; Schaller et Oecking, 1999). Ces résultats montrent

l’existence de plusieurs voies de signalisation qui impliquent plusieurs protéines kinases

différentes et qui mènent aux mêmes réponses de défense chez les plantes supérieures.

Par ailleurs, il a été montré pour la première fois l'implication des tyrosines kinases dans

les événements de signalisation chez le soja infecté par Pseudomonas syringae  pv glycinea

(Rajasekhar et al., 1999).
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5) Espèces activées de l’oxygène

5-1) Manifestations et transduction du signal conduisant au 

burst oxydatif

La production transitoire des espèces activées de l'oxygène constitue une des

réponses impliquées dans cette cascade de signalisation. Ces formes activées de

l'oxygène sont décelées dans les premières minutes voire quelques heures après

l'élicitation. Elles sont constituées essentiellement de l'anion superoxyde (O2
-), du radical

hydroxyl (OH
.) et du peroxyde d'hydrogène (H2O2). L'accumulation importante de ces

molécules, communément appelée "burst oxydatif", joue un rôle clé dans l'induction des

réponses de défense chez les plantes supérieures (Mehdy, 1994 ; Baker et Orlandi, 1995 ;

Lamb et Dixon., 1997 ; Yang et al., 1997 ; Bolwell, 1999).  Ce burst oxydatif se situe en

aval des phospholipases, des échanges ioniques et des phénomènes de phosphorylation

/ déphosphorylation (Wojtaszek, 1997). En effet, les phospholipases, les échanges

ioniques et la phosphorylation / déphosphorylation des protéines sont importants pour

l'activation d'un stress oxydatif (Nürnberger et al., 1994 ; Tavernier et al., 1995 ; Levine

et al., 1994 ; Chandra et al., 1996b ; Jabs et al., 1997 ; Romeis et al., 1999 ; Rajasekhar et

al., 1999).

5-2) Sources des espèces activées de l'oxygène

Plusieurs enzymes impliquées dans le burst oxydatif ont été étudiées (Bolwell et

Wojtaszek, 1997 ; Wojtaszek, 1997) : Les NADPH oxydases, certaines peroxydases et

une oxalate oxydase.

Les NADPH oxydases sont susceptibles de générer des espèces activées de

l'oxygène chez différentes plantes supérieures. L'utilisation d'inhibiteurs de NADPH

oxydases de mammifère permet de bloquer le burst oxydatif après élicitation dans

plusieurs systèmes végétaux (Levine et al., 1994 ; Jabs et al., 1997 ; Piedras et al., 1998 ;

Romeis et al., 1999). L'utilisation des anticorps dirigés contre des sous unités de NADPH

oxydase de mammifères a permis de mettre en évidence des homologues de cette

enzyme chez le tabac, la tomate, le soja et Arabidopsis (Desikan et al., 1996 ; Dwyer et al.,

1996 ; Xing et al., 1997). Les gènes codant pour des homologues à la sous unité gp91

phox de NADPH oxydase de mammifère ont été clonés chez le riz, Arabidopsis, la
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tomate et une plante aquatique Potamogeton crispus (Groom et al., 1996 ; Kieffer et al.,

1997 ; Keller et al., 1998 ; Torres et al., 1998 ; Amicucci et al., 1999).

La germine ou oxalate oxydase est une autre enzyme capable de produire des

espèces activées de l'oxygènes chez l'orge et le blé (Dumas et al., 1995 ; Zhang et al.,

1995 ; Hurkman et Tanaka, 1996 ; Requena et Bornemann, 1999). Deux gènes codant

pour cette enzyme ont été identifiés chez l'orge (Zhou et al., 1998). Les transcrits et

l'activité de cette enzyme sont fortement élicités chez l'orge après infection par le

champignon Erysiphe graminis f. sp. hordei (Zhou et al., 1998 ; Wei et al., 1998).

L'expression transitoire de ce gène dans les cellules épidermiques du blé lui confère une

résistance aux pathogènes (Schweizer et al. 1999). De plus ce gène, responsable de la

production de peroxyde d'hydrogène chez le blé, est régulé par des facteurs biotiques et

abiotiques (Berna et Bernier, 1999).  

Certaines peroxydases sont également responsables de la production des espèces

activées de l'oxygène chez certaines plantes supérieures notamment le haricot et la

laitue (Bestwick et al., 1997 ; Bolwell et Wojtaszek, 1997 ; Wojtaszek, 1997 ; Bestwick et

al., 1998). Une peroxydase de 46 kDa capable de produire du peroxyde d'hydrogène a

été ainsi identifiée chez le haricot (Brown et al., 1998).

5-3) Rôle du burst oxydatif

De nombreux travaux ont montré que les formes activées de l'oxygène

pourraient intervenir dans le processus de nécrose cellulaire observé lors de la réaction

hypersensible (Levine et al., 1994 ; Lamb et Dixon, 1997). De même, elles pourraient

jouer le rôle de molécule signal dans l'induction de la mort cellulaire programmée au

cours de la réaction hypersensible (Greenberg, 1997). Il a été également suggéré que le

peroxyde d'hydrogène orchestre la mort hypersensible chez le soja (Levine et al., 1994).

Ce burst oxydatif joue aussi un rôle important comme messager secondaire dans

l'activation de gènes de défense (Jabs et al., 1997). En effet, le burst oxydatif est impliqué

dans la synthèse de phytoalexines chez le soja, le persil et le haricot (Mehdy et al., 1996 ;

Jabs et al., 1997). De plus, des plantes transgéniques de tabac qui accumulent

constitutivement du peroxyde d'hydrogène possèdent des niveaux élevés de certaines

protéines PR (Chamnongpol et al., 1998). Les formes activées de l'oxygène peuvent
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aussi intervenir dans le renforcement de la paroi végétale ( Wojtaszek et al., 1997 ;

Brown et al., 1998 ; Bolwell, 1999). En particulier, le peroxyde d'hydrogène induit une

insolubilisation de certaines protéines pariétales riches en proline ou en hydroxyproline

(HRGP) (Otte et Barz, 1996 ; Brady et Fry, 1997). L'activation des gènes de la gluthatione

-S- transfèrase, la phénylalanine ammonia-lyase et certaines MAP kinases est aussi

engendrée par l'accumulation du peroxyde d'hydrogène chez plusieurs espèces

végétales (Yang et al, 1997 ; Lamb et Dixon, 1997 ; Romeis et al., 1999). Le peroxyde

d'hydrogène est également impliqué dans la voie de biosynthèse de l'acide salicylique et

l'acide jasmonique ainsi que dans la résistance systémique acquise (Alvarez et al., 1998 ;

Dong, 1998 ; Van Camp et al., 1998 ; Zhang et al., 1998a ; 1998b). D'autre part,

l'inhibition de l'accumulation du peroxyde d'hydrogène par le DPI, inhibiteur de la

NADPH oxydase des mammifères, induit une inhibition de la synthèse de certaines

réponses de défense telle que l'accumulation des phytoalexines chez le persil (Jabs et al.,

1997).

 Toutefois, chez certaines plantes ces formes activées de l'oxygène ne sont pas

suffisantes pour mettre en place toutes les réactions de défense (Glazener et al., 1996 ;

Dorey et al., 1999). En effet, les formes activées de l'oxygène semblent ne pas être

impliquées dans l'induction des phytoalexines chez le tabac et le soja (Levine et al., 1994 ;

Rustérucci et al., 1996). Il a été également démontré que le peroxyde d'hydrogène n'est

pas le signal primaire qui régule l'activation de plusieurs réponses de défense chez les

suspensions cellulaires de tabac (Dorey et al., 1999).

5-4) Rôle du monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO) est une petite molécule diatomique inorganique

considérée comme une autre forme activée de l’oxygène. Cette molécule est impliquée

dans les réactions immunitaires chez les mammifères (Mayer et Hemmens, 1997) et

dans les réactions de défense chez les plantes terrestres (Durner et al., 1998 ; Delledonne

et al., 1998 ; Durner et Klessig, 1999). En effet, le NO active la production de

phytoalexines chez le pois et la pomme de terre (Leshem et al., 1997 ; Noritake et al.,

1996). Le lien supposé entre le NO et le burst oxydatif a été renforcé par les récents

résultats montrant que le NO joue un rôle majeur durant la réaction hypersensible
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(Dangl, 1998). De même, le NO potentialise la mort cellulaire hypersensible induite par

les autres formes activées de l’oxygène chez le soja (Delledonne et al., 1998). La

génération de NO par des donneurs chimiques de NO a provoqué une augmentation de

la mort cellulaire médiée par le peroxyde d’hydrogène. Une inhibition de la production

de cette molécule bloque également la réaction hypersensible induite par Pseudomonas

syringae pv. glycinae chez Arabidopsis thaliana (Delledonne et al., 1998). Par ailleurs, le NO

induit l’expression des gènes codant pour la phénylalanine ammonia-lyase et la chalcone

synthase chez le tabac (Durner et al., 1998). Cette induction est réprimée par l’inhibition

de la synthèse de NO (Durner et al., 1998). L’expression d’autres gènes, comme celui

codant pour la gluthatione-S-transfèrase (GST) ou pour certaines protéines PR, est

induite à la fois par le NO et par le peroxyde d’hydrogène (Delledone et al., 1998 ;

Durner et al., 1998). Ces résultats montrent que le NO conduit à l’expression de gènes de

défense à travers au moins deux voies. La première est liée à la voie de biosynthèse des

phénylpropanoïdes et des flavonoïdes. Cette voie est strictement dépendante du NO

mais indépendante du peroxyde d’hydrogène et de l’acide salicylique (Haenen et Bast,

1999). La seconde est liée à l’expression de gènes codant pour des facteurs antioxydants

(GST) et des protéines telles que les protéines PR. Cette voie est dépendante du

peroxyde d’hydrogène et de l’acide salicylique (figure 4), (Camp et al., 1998). Une autre

série de travaux sur la pomme de terre suggère que le NO pourrait exercer une activité

antioxydante et contrebalancer les effets toxiques des espèces activées de l'oxygène

(Beligni et Lamattina, 1999).

6) Lipoxygénase

La lipoxygénase est une enzyme qui catalyse l’addition de l’oxygène moléculaire

sur des acides gras insaturés, qui ont une structure de type Z, Z-1,4 pentadiène. Chez les

végétaux supérieurs deux acides gras ont une telle structure. Il s’agit de l’acide linoléique

(C18:2) et de l’acide linolénique (C18:3). L’affinité de cette enzyme pour le type d’acide

gras (C18:2, C18:3) varie suivant les espèces végétales. En outre à l’intérieur de la même

espèce, deux lipoxygénases ayant une spécificité différente peuvent exister (Ohta et al.,

1990 ; Koch et al., 1992 ; Peng et al., 1994). De même, il existe plusieurs isoformes de

cette enzyme dans une même plante (Grayburn et al., 1991). Les lipoxygénases
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permettent souvent la synthèse de deux hydroperoxydes, 9 et 13. C’est

l’hydroperoxyde 13 qui mène à la formation de plusieurs octadécanoïdes dont l’acide

jasmonique et le méthyljasmonate. Ces composés jouent un rôle important dans les

mécanismes de défense, soit comme molécules signal capables d’induire l’activation des

gènes spécifiques (comme par exemple l’acide jasmonique et le méthyljasmonate) soit

par leur effet directement toxique sur le pathogène (comme c’est le cas pour les

aldéhydes, l’acide jasmonique et certains époxydes). En effet, l’attaque d’un pathogène

provoque une augmentation très importante de la teneur en lipoxygénase dans

plusieurs espèces (Fournier et al., 1993 ; Peng et al., 1994 ; Saravitz et Siedow, 1995 ;

Rosahl, 1996 ; Véronesi et al., 1996 ; Rancé et al., 1998 ; Royo et al., 1999). L’inhibition de

cette enzyme bloque l’induction des mécanismes de défense chez certaines plantes et

engendre une sensibilité aux agents pathogènes (Rancé et al., 1998 ; Royo et al., 1999).

En particulier, la transformation de plants de tabac par un ADNc antisens de la

lipoxygénase rend ces plantes très sensibles à leur pathogène Phytophthora parasitica

(Rancé et al., 1998). De même, la transformation de plants de tomates par l’antisens de la

lipoxygénase réduit la synthèse des inhibiteurs de protéases  chez ces plantes et ainsi les

rend sensibles aux insectes (Royo et al., 1999).

     b- Transduction intercellulaire

En général, l'induction d’une résistance locale engendre l'établissement d’une

résistance générale dans les tissus non infectés de la plante. Cette réponse peut durer

plusieurs jours ou plusieurs semaines. Cette résistance systémique acquise permet à la

plante de lutter contre toute infection ultérieure. La mise en place de cette résistance

systémique acquise au niveau des tissus non infectés implique la transmission

intercellulaire d’un signal dans toute la plante. Cette transmission se fait par trois

molécules endogènes : l’acide jasmonique, l’acide salicylique et l’éthylène.
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1) Acide jasmonique

L’acide jasmonique et le méthyljasmonate sont des acides gras octadécanoïques

synthétisés à partir de l’acide linolénique (Parchmann et al., 1997). Ces acides gras sont

impliqués dans l’induction des réactions de défense chez les plantes supérieures

(Creelman et Mullet, 1997 ; Wasternack et Parthier, 1997 ; Yang et al., 1997 ; Glazebrook,

1999 ; Schaller, 1999). En effet, ces molécules jouent un rôle dans la stimulation, locale et

à distance, de l’expression des inhibiteurs de protéases dans les feuilles de tomates en

réponse à la blessure (Farmer et Ryan, 1990). Le méthyljasmonate induit également

l’expression d’inhibiteurs de protéases dans les cultures de cellules de tabac (Rickauer et

al., 1992). Ces acides gras activent l’expression des gènes de la phénylalanine ammonia-

lyase, de la chalcone synthase et des lipoxygénases (Creelman et al., 1992 ; Gundlach et

al., 1992 ; Véronési et al., 1996 ; Sharan et al., 1998). Ces molécules induisent également la

synthèse de peptides antifongiques de type défensines chez Arabidopsis thaliana ainsi que

la synthèse de certaines protéines PR chez le tabac (Penninckx et al., 1996 ; Xu et al., 1994

; Penninckx et al., 1998). Des mutants, incapables de synthétiser l’acide jasmonique,

n’accumulent plus d’inhibiteurs de protéases et sont sensibles à l’attaque des insectes et

autres pathogènes (Howe et al., 1996 ; McConn et al., 1997 ; Vijayan et al., 1998). Par

ailleurs, un apport exogène d’acide jasmonique et de méthyljasmonate induit une

résistance systémique acquise envers Phytophthora infestans chez la pomme de terre et la

tomate (Cohen et al., 1993). Le rôle de ces deux molécules dans la résistance des plantes

semble dépendre des espèces végétales et de la nature des réponses de défense étudiées.

Chez le riz et l'orge par exemple, l’induction  de certains gènes de protéines PR et d’une

résistance locale ne semble pas impliquer l’acide jasmonique (Schweizer et al., 1993 ;

Schweizer et al., 1997).

2) Ethylène

L’éthylène est une hormone végétale dérivée de la méthionine. Cette hormone

est impliquée entre autre dans les mécanismes de défense chez les plantes (Ecker, 1995).

La biosynthèse de cette molécule augmente rapidement en réponse à des éliciteurs ou

lors de l’infection par des agents pathogènes (Grosskopf et al., 1990 ; Milat et al., 1991a ;

Rickauer et al., 1992 ; Sticher et al., 1997). L’éthylène induit également l’expression de



Acide salicylique

Flavonoïdes
Isoflavonoïdes
Stilbènes
Anthocyanines

Coumarines Acétosyringone

Lignine

Phénylalanine       Acide 
t-cinnamique

      Acide 
p-coumarique

  Acide 
caféique

  Acide 
férulique

         Acide 
5-hydroxyférulique

  Acide 
sinapique

P-coumaroyl-CoA Caféoyl-CoA Féruloyl-CoA Sinapoyl-CoA5-hydroxyféruloyl-CoA
? ?

?

P-coumaraldéhyde        Acide 
chlorogénique

Coniféraldéhyde Sinapaldéhyde

       Alcool
p-coumarylique

     Alcool
coniférylique

     Alcool
sinapylique

Figure 5 : Voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes



Introduction générale

20

certains gènes de défense, notamment les gènes qui codent pour certaines protéines PR

(Boller et al., 1983 ; Boller, 1990). En contre partie, l’augmentation de la synthèse de

l’éthylène chez le tabac n’induit pas la production des inhibiteurs de protéases (Rickauer

et al., 1992). Réciproquement, des inhibiteurs de la synthèse de l’éthylène (l’acide

salicylique par exemple) n’inhibent pas la production des inhibiteurs de protéases

induite par élicitation. De plus, l’application de méthyljasmonate induit la production des

inhibiteurs de protéases et inhibe partiellement la synthèse de l’éthylène. Chez le tabac,

l’induction de certaines protéines PR est beaucoup plus importante lorsque le

méthyljasmonate et l’éthylène sont appliqués en combinaison (Xu et al., 1994). Par

ailleurs, des mutants d’A. thaliana, insensibles à l’éthylène, sont toujours résistants à une

bactérie pathogène Pseudomonas syringae (Bent et al., 1992). Des plantes de tabac

transformées par un gène qui les rend insensibles à l’éthylène sont également toujours

résistantes au virus de la mosaïque du tabac (Knoester et al., 1998). Outre l’activation de

la synthèse de certaines protéines PR, l’éthylène pourrait également intervenir dans le

renforcement de la paroi végétale en induisant la liaison oxydative des glycoprotéines

riches en hydroxyprolines (HRGP) (Enyedi et al., 1992). Il a été suggéré que l'éthylène

pourrait être le signal mobile impliqué dans l’établissement de la résistance systémique

acquise (Boller, 1990). Des tissus de pois infectés expriment fortement une β-1,3

glucanase et une chitinase malgré un traitement avec un inhibiteur de la synthèse de

l’éthylène (Mauch et al., 1984). De même, des tabacs traités avec l’étéphon, un produit

qui se décompose en éthylène, ne développent pas de résistance systémique acquise à la

suite de l’infection par le virus de la mosaïque du tabac (Brederode et al., 1991). Ce

résultat indique que l’éthylène n’est pas impliqué ou n’est pas suffisant pour induire seul

la résistance systémique acquise. Cette hypothèse a été vérifiée grâce à des mutants d’A.

thaliana insensibles à l’éthylène (Lawton et al., 1994 ; 1995).

3) Acide salicylique

L’acide salicylique est un composé phénolique issu de la voie de biosynthèse des

phénylpropanoïdes (figure 5). Il est formé par hydroxylation de l’acide benzoïque par

l’acide benzoïque 2-hydroxylase. L'acide salicylique joue un rôle clé dans les

mécanismes de défense des plantes contre les agents pathogènes. En effet, ce composé
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est impliqué à la fois dans la mise en place d’une résistance locale et d’une résistance

générale (résistance systémique acquise) chez les plantes (Malamy et Klessig, 1992 ;

Durner et al., 1997 ; Andersen et al., 1998 ; Mauch-Mani et Métraux, 1998). Ainsi, des

plants de tabac transformés par un gène codant pour une salicylate hydroxylase,

enzyme qui catalyse la dégradation de l'acide salicylique en catéchol inactif, montrent

une très faible synthèse des protéines PR. Ces plantes transgéniques sont incapables de

développer une résistance systémique acquise (Gaffney et al., 1993 ; Delaney et al.,

1994). En plus, l’inhibition de la phénylalanine ammonia-lyase, enzyme impliquée dans

la biosynthèse de l'acide salicylique, rend les plants d’Arabidopsis sensibles à une souche

avirulente de Peronospora parasitica. La résistance peut être restaurée par une application

exogène de l'acide salicylique (Mauch-Mani et Slusarenko, 1996). Récemment, il a été

montré également que des mutants d'Arabidopsis, incapables de produire de l'acide

salicylique, sont susceptibles aux pathogènes Pseudomonas syringae et Peronospora

parasitica. Ces mutants sont pourtant capables de synthétiser de très fortes quantités de

phytoalexines (camaléxines) et de certaines protéines PR (Nawrath et Métraux, 1999).

Toutefois, des expériences de marquage d'acide salicylique ont mis en évidence que plus

de 60% d'acide salicylique mesuré dans les zones non infectées de la plante provenait du

transport d'acide salicylique initialement synthétisé au niveau  des zones infectées

(Shulaev et al. 1995). En effet, certains groupes de recherche ont suggéré que l’acide

salicylique est transporté par le phloème vers les parties non infectées de la plante (Hunt

et al., 1997). Ces observations montrent que l'acide salicylique est indispensable pour

mettre en place à la fois une résistance locale et une résistance systémique acquise chez

les plantes terrestres. Cependant dans certains cas précis, l’acide salicylique n’est pas

nécessaire à l’expression de la résistance systémique acquise. En effet, les plantes d’A.

thaliana colonisées par une bactérie non pathogène, Pseudomonas fluorescens,  deviennent

très résistantes à l’infection par deux champignons pathogènes Fusarium oxysporium f sp

raphani et P. syringae (Pieterse et al., 1998 ; Glazebrook, 1999). Cette résistance contrôlée

par la bactérie P. fluorescens est appelée ISR (Induced Systemic Resistance) (Dong, 1998).

Cette résistance contrôlée est également mise en place chez les plantes d’Arabidopsis qui

n’accumulent pas d'acide salicylique. En revanche, cette résistance contrôlée semble être

dépendante de l’acide jasmonique et de l’éthylène (Pieterse et al., 1998 ; Glazebrook,

1999). Chez Arabidopsis ainsi que chez le radis, l’induction de certains peptides de
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défense (défensines) est également indépendante de l'acide salicylique (Penninckx et al.,

1996 ; Terras et al., 1998). De même, la mise en place de la résistance locale et systémique

induite par la bactérie Erwinia carotovora est indépendante de l'acide salicylique (Vidal et

al., 1998). D’autres signaux potentiels de la résistance systémique acquise ont été

recherchés. Les groupes de Shulaev (1997) et de Seskar (1998) ont émis l’hypothèse  que

le méthylsalicylate, un composé volatil, pouvait induire la résistance systémique acquise

par voie aérienne ou encore après transport par le phloème. En effet, des tabacs inoculés

par le virus de la mosaïque du tabac synthétisent du méthylsalicylate à partir de l'acide

salicylique. En isolant les différentes parties de la plante les unes des autres, les auteurs

ont pu corréler la diffusion du méthylsalicylate avec l’induction à distance de certaines

protéines PR dans des plantes non inoculées (Shulaev et al., 1997).

Le mode d’action de l’acide salicylique n’est pas clairement établi. Par une

approche biochimique, une protéine liant l'acide salicylique a été identifiée comme étant

une catalase (Chen et al., 1993). Il a été également montré que l'acide salicylique est

capable d’inhiber l’activité catalase ( Chen et al., 1993 ; Conrath et al., 1995). Ces

observations ont conduit à élaborer un modèle dans lequel le blocage de l’activité

catalase a pour conséquence une accumulation du peroxyde d’hydrogène qui agirait

comme intermédiaire dans l’activation de l’expression des gènes de défense et de la

résistance systémique acquise (Chen et al., 1995).

III) Mécanismes de défenses

La plante réagit très tôt à la tentative d'invasion des agents pathogènes. Les

mécanismes de défense induits chez le végétal se caractérisent par un bouleversement

du métabolisme. On note ainsi la synthèse ou l'augmentation de la synthèse de

molécules constitutives ou non de la plante, pouvant entraîner des modifications

morphologiques visant essentiellement à empêcher ou à stopper la colonisation du

pathogène. Plusieurs mécanismes de défense sont mis en place au moment de l'infection

ou de l'élicitation. On note ainsi :

1) une réaction d'hypersensibilité qui se traduit par l'apparition de nécrose des tissus

végétaux autour du site d'infection. Cette nécrose, due à la mort de quelques cellules

végétales entourant les cellules infectées, induit une résistance locale ;
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2) un renforcement de la paroi qui constitue une des premières étapes de lutte contre les

agressions. Une modification de cette paroi limite la progression de l'agresseur et

favorise la résistance d'une plante à un agent pathogène ;

3) l'accumulation de protéines PR ;

4) la synthèse de certains peptides antimicrobiens tels que les thionines et les défensines ;

5) l'induction des voies de synthèse des métabolites secondaires.

     a- Réaction hypersensible

La réaction hypersensible est un mécanisme particulier de résistance mis en place

en réponse aux agressions des agents pathogènes. Elle est très étudiée dans différentes

interactions plante-agent pathogène aussi bien lors d’une résistance spécifique que lors

d’une résistance non spécifique. Elle présente deux caractéristiques principales :

apparition de lésions nécrotiques au niveau de chaque point d’infection et accumulation

d’une multitude de molécules antimicrobiennes autour de la zone infectée par le

pathogène. L’induction de cette réaction hypersensible est caractérisée par trois phases

successives :

1) la reconnaissance de l’agresseur ou de l’un de ces composants par la plante ;

2) la production d’une cascade de signaux ;

3) l’expression des réponses de défense dont la mort cellulaire.

Les mécanismes moléculaires de cette mort hypersensible ne sont pas connus.

Cependant, de nombreux travaux suggèrent que cette réaction est une mort cellulaire

génétiquement programmée (Dietrich et al., 1994 ; Greenberg et al., 1994 ; Greenberg,

1997). Les espèces activées de l’oxygène interviendraient dans le processus en initiant la

mort cellulaire par peroxydation des lipides membranaires et en régulant des gènes de

protection cellulaire (Levine et al., 1994 ; Jabs et al., 1996 ; Dietrich et al., 1997 ; Mittler et

al., 1998 ; Yu et al., 1998 ; Huckelhoven et al., 1999).  Par ailleurs, il a été montré que le

peroxyde d’hydrogène n’est pas le signal primaire qui induit l’établissement de la mort

cellulaire hypersensible dans les cultures de cellules de tabac (Dorey et al., 1999). De

nombreux travaux ont également montré qu’il existe plusieurs types morphologiques

de cette mort cellulaire (Bestwick et al., 1995 ; Mittler et Lam, 1995 ; Mittler et al., 1995 ;

Levine et al., 1996 ; Ryerson et Heath, 1996) :
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1) une fragmentation de l'ADN nucléaire et l'induction d'endonucléases spécifique chez

le tabac infecté par le virus de la mosaïque du tabac ;

2) un clivage de l'ADN nucléaire en nucléosome chez la dolique infectée par le

champignon Uromyces vignae ;

3) une altération de la membrane plasmique conduisant à la lyse des cellules chez la

laitue infectée par Pseudomonas syringae pv. phaseolicola.

Toutefois, cette mort cellulaire n'est pas indispensable pour déclencher les

mécanismes de résistance chez A. thaliana infecté par une souche avirulente de

Pseudomonas (Yu et al., 1998). En effet, des mutants d'Arabidopsis, incapables de

développer une mort cellulaire, sont toujours résistants à leur pathogène Pseudomonas.

Ces mutants possèdent des taux élevés d'acide salicylique et une expression constitutive

des protéines PR avant même l'infection par cette souche avirulente.

     b- Renforcement de la paroi cellulaire

La paroi cellulaire est une barrière physique naturelle très efficace face aux

agresseurs qui synthétisent des enzymes et composés capables de la dégrader. Lors

d’une infection par un agent pathogène cette paroi va être renforcée par des dépôts de

composés phénoliques (lignines), d’esters tels que la subérine, de polysaccharides tel que

la callose et par l’accumulation de glycoprotéines riches en hydroxyproline (HRGP)

(Benhamou, 1996).

L'accumulation de lignine en réponse à l'infection a été décrite chez diverses

plantes (Lawton et Lamb, 1987 ; Campbell et Ellis, 1992 ; Messner et Boll, 1993 ;

Benhamou et Lafontaine, 1995). La lignine est un polymère phénolique, insoluble et très

résistant aux enzymes de la dégradation de la paroi sécrétées par les agents pathogènes.

L’inhibition de l’alcool cinnamylique déshydrogénase, une enzyme spécifique de la voie

de biosynthèse de la lignine, induit la croissance du champignon dans l’interaction

normalement incompatible blé-Puccinia graminis f. sp. Tritici. De même, le traitement de

plants d’A. thaliana par un inhibiteur de la phénylalanine ammonia-lyase, l’enzyme clé

du métabolisme des phénylpropanoïdes, provoque une réaction de type compatible

avec diminution de la lignification après inoculation avec l'oomycète avirulent

Phytophthora infestans (Mauch-Mani et Slusarenko, 1996). Bien entendu, l’inhibition de la
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phénylalanine ammonia-lyase a des conséquences sur de nombreuses voies

biosynthétiques (acide salicylique, phytoalexines, flavonoïdes, anthocyanines) et la seule

baisse de la lignification n’est probablement pas suffisante pour expliquer le passage

vers une réaction de type compatible.

La formation des papilles est une réponse de défense très rapide se traduisant par

l’apparition de zones d’épaississement sur la paroi des cellules végétales au niveau des

sites d’infection du pathogène. La callose, un polymère de β–1,3 glucane, participe à cet

accroissement de la paroi (Benhamou et Lafontaine, 1995 ; Brown et al., 1998). Ces

dépôts polymériques fortement réticulés vont conférer à la matrice extracellulaire une

très grande résistance aux enzymes microbiennes. Ces dernières sont des éléments du

pouvoir pathogène essentiels à la dégradation de la paroi et ainsi à l’infection de l’hôte

(Benhamou, 1996 ; Kombrink et Somssich, 1995). D’autres macromolécules

interviennent aussi dans le renforcement de la paroi : il s’agit des protéines riches en

hydroxyproline (HRGP). Elles s’accumulent lors de l’infection, parallèlement à

l’augmentation de la résistance (Benhamou, 1996). Ce sont des protéines qui forment un

réseau serré, empêchant ainsi la pénétration du pathogène, et possèdent aussi la

propriété d’agglutiner les bactéries réduisant ainsi leur mobilité.

     c- Protéines PR (PRP)

Les protéines PR représentent un ensemble de protéines dont la production est

fortement induite lors de l’infection (Fritig et al.,1998). Elles ont été détectées pour la

première fois dans des feuilles de tabac réagissant de façon hypersensible à l’infection

par le virus de la mosaïque du tabac (VMT) (Gianinazzi et al., 1970 ; Van Loon et Van

Kammen, 1970). Depuis, elles ont été identifiées chez de nombreuses espèces végétales

aussi bien mono que dicotylédones, mais c’est dans le tabac qu’elles sont le plus étudiées

et le mieux caractérisées (Stintzi et al., 1993a ; Kombrink et Somssich, 1995 ; Fritig et

al.,1998). L’accumulation de ces protéines a été observée après infection par différents

pathogènes mais aussi dans d'autres situations de stress (Stintzi et al., 1993a ; Eckey-

Kaltenbach et al., 1997). Les protéines PR se divisent en 11 familles selon la comparaison

des séquences en acides aminés, la détermination des relations sérologiques et

lorsqu’elles sont caractérisées, leurs fonctions ou propriétés biologiques. Elles ont en
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commun des propriétés physico-chimiques particulières : elles sont stables à pH acide et

très résistantes à l’action des protéases produites par la plante elle-même ou par les

micro-organismes pathogènes. Ces deux propriétés confèrent aux protéines PR une

grande stabilité dans les environnements défavorables où elles s’accumulent,

notamment dans les vacuoles, et les espaces intercellulaires occupés par les pathogènes.

Ces protéines sont supposées interagir directement avec des composés structuraux ou

des enzymes impliquées dans le pouvoir pathogène de l’agresseur. Certaines sont des

glycoside hydrolases comme les chitinases et les glucanases. Ces protéines sont capables

de dégrader la paroi des champignons et des bactéries, libérant ainsi des petits

fragments de chitine et de glucane. Ces oligosaccharides constituent alors des éliciteurs

hétérologues des réactions de défense chez les plantes (Heitz et al., 1994 ; Legrand et al.,

1987 ; Ponstein et al., 1994 ; Stintzi et al., 1993b ; Kauffmann et al., 1987). D’autres

protéines PR ont des activités antifongiques en interagissant avec la membrane

plasmique du pathogène (Niderman et al, 1995 ; Abad et al., 1996). Certaines sont des

peroxydases qui interviennent dans l’insolubilisation des protéines et des composés

phénoliques permettant ainsi le renforcement de la paroi (Fritig et al., 1998). Les agents

pathogènes sécrètent des protéases et des polygalacturonases qui dégradent la paroi des

végétaux. La plante lutte contre ces facteurs d'agressivité en synthétisant des inhibiteurs

de protéases et de polygalacturonases (Ryan, 1990 ; Cervone et al., 1989). Les

polygalacturonases dégradent les pectines de la paroi végétale et libèrent ainsi des

mono et des disaccharides. Les inhibiteurs de polygalacturonases synthétisés par la

plante diminuent l’activité de cette enzyme et favorisent ainsi la synthèse des fragments

oligosaccharidiques qui ont un degré de polymérisation plus élevé. Ces oligosaccharides

possèdent une activité élicitrice des réactions de défense (Devoto et al., 1997 ; De

Lorenzo et Cervone, 1997). Ces protéines PR sont fortement synthétisées au niveau des

cellules entourant les lésions nécrotiques (Heitz et al., 1994 ; Fritig et al., 1998).
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     d- Peptides antimicrobiens (les thionines et les défensines)

Ces peptides sont fortement synthétisés par la plante en réponse à une agression

des pathogènes (Terras et al., 1995 ; Epple et al., 1997 ; Broekaert et al., 1997 ; Vignutelli

et al., 1998). Les thionines forment une famille multigénique dont l’expression est

spécifique du tissu. Leur localisation cellulaire a été étudiée chez les céréales. Les

thionines sont majoritairement vacuolaires (Carmona et al., 1993 ; Romero et al., 1997)

mais on en trouve aussi dans la paroi cellulaire (Bohlmann et Apel, 1991). Les thionines

sont supposés agir sur l’agent pathogène après la mort des cellules végétales et

libération du contenu vacuolaire. Le mode d’action de ces peptides est particulier : ils

modifient la perméabilité membranaire chez les champignons par influx de calcium et

efflux de potassium et protons suivis d’un relargage du contenu cellulaire (Thevissen et

al., 1996). Les défensines ressemblent aux thionines de par leur taille (45-54 amino-

acides) et l’abondance des ponts disulfures. En revanche, leur structure

tridimensionnelle est totalement différente de celle des thionines. Ces défensines de

plantes ressemblent aux défensines d’insectes (Broekaert et al., 1997). Le mode d’action

des défensines est encore inconnu. Récemment, il a été montré que ces peptides

pénètrent à travers la membrane plasmique du champignon Neurospora Crassa et

inhibent ainsi sa croissance (Thevissen et al., 1999). L’expression de ces peptides,

thionines et défensines, semble être sous le contrôle de l’acide jasmonique et de

l’éthylène mais ne semble pas impliquer l’acide salicylique (Epple et al., 1995 ; Penninckx

et al., 1996 ; Bohlmann et al., 1998 ; Terras et al., 1998).

     e- Voies des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés synthétisés par la plante pour

inhiber ou bloquer la propagation des pathogènes. Parmi ces métabolites : les

flavonoïdes, les isoflavonoïdes, les stilbènes, les anthocyanines, les coumarines.....

Différentes voies de biosynthèse de ces métabolites sont impliquées dans la mise en

place des processus de défense contre les agents pathogènes chez les plantes

supérieures. Les enzymes qui participent à ces synthèses sont induites lors de

l'interaction avec l'agent pathogène ou en réponse à l'application d'éliciteurs. En effet,

toutes les enzymes de la voie de biosynthèse de l'acide shikimique sont fortement



Introduction générale

28

induites en réponse à une attaque par un pathogène ou à une élicitation chez plusieurs

plantes supérieures (McCue et Conn, 1989 ; Keith et al., 1991 ; Görlach et al., 1995 ;

Bischoff et al., 1996). Cet acide shikimique constitue le précurseur principal de la

synthèse des acides aminés aromatiques tels que la phénylalanine (Hermann, 1995a ;

1995b). L'inhibition de cette voie shikimique induit une inhibition de la synthèse de

certains métabolites secondaires et augmente ainsi la susceptibilité de la plante à son

pathogène (Holliday et Keen, 1982 ; Keen et al., 1982 ; Johal et Rahe, 1988 ; Sharon et al.,

1992). La phénylalanine ammonia-lyase, une enzyme permettant la dégradation de la

phénylalanine en acide cinnamique, est également induite en réponse à la présence des

agresseurs ou des éliciteurs chez les plantes (Fritig et al., 1973 ; Pelligrini et al., 1994 ;

Smith-Becker et al., 1998 ; Durner et al., 1998 ; Katz et al., 1998 ; Dorey et al., 1999).

L'acide cinnamique permet la synthèse de l'acide salicylique et de plusieurs métabolites

secondaires tels que la lignine, les phytoalexines, les coumarines etc... (Bate et al., 1994 ;

Katz et al, 1998). L'inhibition de la phénylalanine ammonia-lyase induit une dimunition

importante de la synthèse de l'acide salicylique et d'autres composés de la voie des

phénylpropanoïdes (voie de biosynthèse de composés phénoliques). Cette inhibition

supprime la mise en place de la résistance systémique acquise et rend les plantes

sensibles à leur pathogène (Maher et al., 1994 ; Pallas et al., 1996 ; Felton et al., 1999).

Parmi les composés phénoliques qui sont induits chez les plantes après élicitation ou

aprés inoculation par un pathogène, on trouve les composés phénoliques

autofluorescents (Bennett et al., 1996). Ces métabolites, qui autofluorescent après

excitation dans l'UV, sont très fortement synthétisés autour des zones de pénétration

par les pathogènes (Bennett et al., 1996 ; Dorey et al., 1997 ; McLusky et al., 1999). Ils

permettent de bloquer la propagation de l'agresseur et confèrent ainsi une résistance à

la plante vis à vis de son pathogène. Certaines enzymes de la voie de biosynthèse de

l'éthylène telles que l'ACC synthase (1-AminoCyclopropane-1-Carboxylate synthase) et

l'ACC oxydase (1-AminoCyclopropane-1-Carboxylate oxydase) sont également

induites en réponse à une attaque des agresseurs ou  des éliciteurs (Oetiker et al., 1997 ;

Blume et Grierson, 1997 ; Simpson et al., 1998). De même, certaines enzymes du

métabolisme des sesquiterpènoïdes impliquées dans la synthèse de certaines

phytoalexines sont aussi induites au moment des interactions entre la plante et son

pathogène (Choi et al., 1992). En effet, les phytoalexines (isoflavonoïdes et les
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sesquiterpénoïdes) sont fortement induites en réponse à des agressions ou à des

éliciteurs chez de nombreuses plantes (Milat et al., 1990 ; Rustérucci et al., 1996). Ces

composés organiques de faible poids moléculaire possèdent des propriétés anti-

microbiennes et sont synthétisés en grande quantité lors de la réaction hypersensible

(Darvill et Albersheim, 1984 ; Meier et al., 1993 ; Kuc, 1995 ; Rogers et al., 1996). Ces

métabolites jouent un rôle très important dans la défense chez les plantes supérieures.

En effet, des plantes transgéniques de tabac dans lesquelles on introduit un gène de la

voie de biosynthèse des phytoalexines deviennent plus résistantes que les plantes

sauvages vis à vis de leur pathogène Botrytis cinerea (Hain et al., 1993). De plus, des

mutants d'A. thaliana, incapables de produire des phytoalexines, sont susceptibles à un

champignon Alternaria brassicicola alors que les plantes non mutantes sont toujours

résistantes à ce pathogène (Thomma et al., 1999). Par ailleurs, ces mêmes mutants sont

capables de développer une résistance vis à vis de plusieurs pathogènes notamment la

bactérie Pseudomonas syringae et deux champignons Peronospora parasitica et Erysiphe

orontii (Glazebrook et Ausubel, 1994 ; Glazebrook et al., 1997 ; Reuber et al., 1998).

D'autre part des mutants d'Arabidopsis, incapables de produire de l'acide salicylique, sont

susceptibles aux pathogènes Pseudomonas syringae et Peronospora parasitica. Ces mutants

présentent une accumulation importante en phytoalexines (camaléxines) et en certaines

protéines PR (Nawrath et Métraux, 1999).

IV) Résistance induite chez les végétaux supérieurs

Outre l'utilisation des pesticides, qui consiste à tuer les organismes pathogènes,

divers stratégies de phytoprotection sont à l'étude, qui visent toutes à conférer une

meilleure résistance aux plantes. Une stratégie qui repose sur la surexpression des gènes

de résistance ou des composants de défense par transgenèse. En effet, des plantes

transgéniques surexprimant une protéine à activité antimicrobienne (chitinase, β-1,3

glucanase...) présentent des taux de protection significatifs contre les pathogènes. Une

autre stratégie consiste en des prétraitements des plantes par d'autres microorganismes

non pathogènes capables d'induire une résistance chez ces plantes contre leurs

agresseurs (Benhamou et Nicole, 1999). En particulier, un prétraitement des tomates par

une bactérie Pseudomonas fluorescens induit une résistance contre le champignon
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Fusarium oxysporium f. sp. radicis-lycopersici (Mpiga et al., 1997). De même, des tomates

traitées simultanément par du chitosan et une bactérie endophyte Bacillus pumilus sont

resistantes au champignon F. oxysporium  f. sp. radicis-lycopersici (Benhamou et al., 1998).

Un prétraitement du concombre par une bactérie endophyte Serratia plymuthica est aussi

capable de conférer une protection vis à vis de leur pathogène Pythium ultimum

(Benhamou et Nicole, 1999). Une autre stratégie de protection des plantes,

essentiellement préventive, consiste en des traitements externes avec des substances

capables de stimuler les défenses naturelles. En particulier, le benzothiodiazole, un

analogue structural de l'acide salicylique, et les oligosaccharides sont capables de

conférer aux plantes une meilleure protection vis à vis de leurs pathogènes (Joubert et

al., 1998 ; Benhamou et Nicole, 1999). En effet, appliqué sur des plants de tabac,

d'Arabidopsis, de tomate et de concombre le benzothiodiazole confère une protection

contre plusieurs pathogènes (Friedrich et al., 1996 ; Görlach et al., 1996 ; Lawton et al.,

1996 ; Benhamou et Bélanger, 1998a ; 1998b). Cependant, les oligosaccharides protègent

efficacement les plantes, y compris des plantes de grande culture (blé, orge, riz, vigne,

pommiers, tomates) contre l'infection par des pathogènes causant d'importants

préjudices à ces cultures (Benhamou et Thériault, 1992 ; Benhamou et al., 1994 ; El

Ghaouth et al., 1994 ; Benhamou et Lafontaine, 1995 ; Joubert et al., 1998 ; Benhamou et

Nicole, 1999).



Hôte Espèce (hôte) Pathogène Localisation dans
l'hôte

Symptomes Réference

Rhodophytes Palmaria mollis Petersenia palmariae Intracellulaire Tâches blanches, destruction
des cellules

Pueschel & Van der Meer (1985)

Palmaria mollis Petersenia palmariae Intracellulaire Tâches, destruction des cellules Van der Meer & Pueschel (1985)
Porphyra perforata Pythium marinum Intracellulaire Rupture des organelles Kazama & Fuller (1970)
Porphyra leucosticta Pythium marinum Non déterminé Pourrissement des tissus Aleem (1980)
Porphyra yezoensis Pythium porphyrae Intracellulaire Pourrissement des tissus Sasaki & Sakurai (1972)
Chondrus crispus Petersenia pollagaster Extracellulaire Nécrose des tissus Molina et al. (1988)

Craigie & Shacklock (1989)
Apophlaea  lya l l i i Mycospharel la  apophlaeae Immergé dans les

tissus de l'hôte
 Protrusion des nodules  noires Kolhmeyer & Demoulin (1981)

Apophlaea  lya l l i i Polystigma apophlaeae Intracellulaire Protrusion des nodules Kolhmeyer & Demoulin (1981)

Chlorophyte
s

Chaetomorpha media Pontisma lagenidioides Intracellulaire Brunissement  des  cellules Raghukumar (1987)

Cladophora glomerata Acremonium kiliense Non déterminé Chlorose des cellules,
inhibition de la croissance

Bot & Rogenmuser (1980)

Cladophora frascatii Sirolpidium bryopsidis Intracellulaire Brunissement  des  cellules
terminales

Raghukumar (1986)

Cladophora frascatii Olpidium rostriferum Intracellulaire Brunissement  des  cellules
Destruction des filaments

Raghukumar (1986)

Cladophora frascatii Labyrinthula sp. Intracellulaire Blanchissement Raghukumar (1986)

Phéophytes Cystoseira osmundacea Haloguignardia irritans Intracellulaire
Extracellulaire

Galles Apt (1988a)

Cystoseira balearica Haloguignardia cystoseirae Non déterminé Galles Kolhmeyer & Demoulin (1981)
Sargassum undulatum Haloguignardia tumefaciens Non déterminé Galles Kolhmeyer & Demoulin (1981)

Figure 6 : Interaction champignons-algues (Correa, 1996)
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B- Interactions hôte-pathogène chez les algues marines

I) Différentes pathologies des algues marines

Les populations sauvages d'algues marines sont également confrontées à des

agressions par des pathogènes, causant ainsi la destruction des thalles et une dimunition

des récoltes. L’extension croissante des cultures d'algues dans le monde s'accompagne

également de l'apparition de diverses maladies dans les populations cultivées. Nos

connaissances sur ces pathologies sont très fragmentaires, en particulier en ce qui

concerne l'étiologie et les facteurs déterminant la susceptibilité aux agents infectieux

(Correa et Craigie, 1991 ; Craigie et Correa, 1996). Les agents pathogènes les plus

rencontrés chez les algues marines sont les champignons, les bactéries et les

endophytes.

     a- Champignons

Comme chez les plantes terrestres, les plantes marines sont également attaquées

par les champignons (figure 6). Deux pathogènes, Phythium sp. et Olpidiopsis sp, ont été

découverts dans des cultures de Porphyra spp au Japon. Ces champignons engendrent

des lésions au niveau des thalles de l’algue rouge (Correa, 1997). Un brunissement des

cellules a été également observé chez une algue verte Chaetomorpha media après infection

par un champignon, Pontisma lagenidioides. Cette pigmentation brunâtre est due à une

dimunition de la composition en chlorophylle provoquée par l’infection (Raghukumar

et Chandramohan, 1988). Une interaction entre le champignon Petersenia palmariae et

l’algue rouge Palmaria mollis a été également décrite. Cette association se traduit par

l'apparition de tâches blanches, causées par le champignon, sur la surface des thalles de

P. mollis,  provoquant en phase finale de l'infection une destruction de la fronde (Van der

Meer et Pueschel, 1985). Les observations structurales ont montré que ce champignon

pénètre bien dans les cellules de l’algue rouge mais reste confiné entre la membrane

plasmique et la paroi cellulaire (Pueschel et Van der Meer, 1985). Le champignon

Didymosphaeria danica provoque des décolorations et des nécroses dans les cystocarpes

de l'algue rouge Chondrus crispus (Goff, 1983). En revanche, le champignon Petersenia



Hôte Espèce (hôte) Pathogène Localisation dans
l'hôte

Symptomes Réference

Rhodophytes Prionitis lanceolita Non identifié Intercellulaire Galle Apt & Gilbor (1989)
Gigartina teedii Non identifié Intercellulaire Tumeur Tsekos (1982)
Gracilaria conferta Non identifié Intercellulaire Extrémités blanches,

fragmentation du thalle
Friedlander & Gunkel (1992)
Weinberger et al. (1994)

Porolithon onkodes Bacillus Intercellulaire Nécrose des tissus
Pigmentation orange

Littler & Littler (1995)

Chondrus crispus Cytophaga-
Flavobactérium

Intercellulaire Tâches vertes Craigie & Correa (1996)

Chondrus crispus Non identifié Non déterminé Petites tâches verdâtres,
perforation et amollissement des
tissus

Craigie & Shacklock (1989)

Kappaphycus alvaresii Cytophaga   sp. Intercellulaire Blanchiment des branches Largo et al. (1995)
Vibrio sp.

Eucheuma denticulatum Cytophaga   sp.
Vibrio sp. Intercellulaire Blanchiment des branches Largo et al. (1995)

Phéophytes Undaria pinnatifida Non identifié Intercellulaire Tâches vertes, perforation des
tissus

Ishikawa & Saga (1989)

Undaria pinnatifida Non identifié Intercellulaire Pigmentation jaune, perforation et
amollissement des tissus

Ishikawa & Saga (1989)

Nereocystis sp Acinetobacter sp. Intercellulaire Pigmentation blanche, perforation
et amollissement des tissus

Andrews (1976)

Nereocystis luetkeana Leucrothix mucor Intercellulaire Pourrissement des tissus Albright et al. (1982)
Laminaria sp. Vibrio sp. Intercellulaire Pourrissement et amollissement

des tissus
Uchida & Nakayama (1993)

Laminaria japonica Pseudomonas sp. Intercellulaire Pourrissement des spores Wu et al. (1983)
Laminaria japonica Micrococcus spp. Intercellulaire Pourrissement et amollissement

des frondes
Wu et al. (1983)

Laminaria japonica Pseudoalteromonas
bacteriolytica

Intercellulaire Pigmentation rouge, destruction et
amollissement des tissus

Sawabe et al. (1998)

Figure 7 : Interaction bactéries-algues (modifiée, Correa, 1996)
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pollagaster attaque la région méristématique de la fronde et bloque ainsi la croissance de

C. crispus (Craigie et Shachlock, 1989 ; Craigie et Correa, 1996).

     b- Bactéries

Les interactions entre les bactéries marines et les algues marines ont été très peu

étudiées (figure 7). Pseudoalteromonas bacteriolytica est une bactérie marine qui,

récemment, a été décrite comme étant un agent pathogène d’une algue brune Laminaria

japonica. Cette infection se traduit par des tâches rouges sur les thalles de l’algue brune L.

japonica (Sawabe et al., 1998). Chez l’algue rouge Gracilaria conferta, des nécroses des

cellules apicales de l’épiderme ont été observées. Ces lésions ont été attribuées à

plusieurs groupes de bactéries marines (Weinberger et al., 1994 ; 1997).

     c- Endophytes

De nombreux agents pathogènes observés dans les populations sauvages

d'algues marines sont des endophytes (figure 8). Plusieurs endophytes ont été décrits

chez les algues brunes et en particulier dans l’ordre des Laminariales. Ces pathogènes

endophytes sont d’autres algues brunes capables de pénétrer à l’intérieur des thalles et

de s’y développer. Ils envahissent tous les tissus de l’hôte et provoquent l'apparition de

tâches noires et de lésions au niveau des frondes de certaines algues brunes (Peters et

Ellertsdottir, 1996 ; Peters et Burkhardt, 1998 ; Heesch et Peters, 1999). Les endophytes

les plus étudiés sont des endophytes d’algues rouges. Endophyton ramosum est un

pathogène endophyte qui envahit les tissus de l’algue rouge Mazzaella laminarioides et de

toutes les carraghénophytes6 alors qu’il n’arrive pas à infecter les algues agarophytes7

(Sanchez et al., 1996). Acrochaete operculata est un pathogène endophyte capable de vivre

et de se reproduire seul, mais il est souvent associé à l'algue rouge C. crispus. Cette

interaction se traduit par l’apparition de tâches vertes sur les frondes de l’algue rouge C.

crispus. Le sporophyte est complètement infecté par l’endophyte, tandis que le

gamétophyte est résistant à l’infection. Le pathogène est ainsi bloqué au niveau des

premières cellules du cortex des gamétophytes (Correa et al., 1988 ; Correa et

                                                
6 Plantes dont les polysaccharides matriciels sont des carraghénanes



Hôte Espèce (hôte) Pathogène Localisation dans
l'hôte

Symptomes Réference

Rhodophytes Chondrus crispus Acrochaete operculata Endophyte Tâches vertes, Envahissement
des tissus, destruction des
thalles

Correa et al. (1988)

Chondrus crispus Acrochaete heteroclada Epi/endophyte Envahissement des tissus Correa et al. (1988)
Iridea laminarioides Endophyton ramosum Endophyte Tâches vertes, Amollissement

des tissus
Correa et al. (1994)

Hypnea musciformis Hypneocolax stellaris Intercellulaire Galles Apt (1984)

Phéophytes Nereocystis luetkeana Streblonema sp. Intercellulaire Galles Apt (1988b)
Macrocystis integrifolia Streblonema sp. Intercellulaire  Galles Apt (1988b)
Laminaria japonica Streblonema sp. Intercellulaire Galles Apt (1988b)
Indaria  sp. Streblonema aecidioides  Endophyte Tâches brunes, pourrissement

des tissus
Yoshida & Akiyama (1979)

Laminaria spp. Laminarionema elsbetiae Endophyte Tâches brunes, Envahissement
des tissus, destruction des
thalles

Ellertsdottir & Peters (1997)
Heesch & Peters (1999)

Laminaria spp. Laminariocolax
tomentosoides

Endophyte Tâches brunes, Envahissement
des tissus, destruction des
thalles

Ellertsdottir & Peters (1997)
Heesch & Peters (1999)

Chlorophyte
s

Ulva rigida Acrochaete geniculata  Endophyte Tâches vertes, perforation et
destruction des tissus

Campo et al.  (1998)

Figure 8 : Interaction algues-algues (modifiée, Correa, 1996)
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McLachlan, 1991 ; 1992 ; 1994). Cet endophyte envahit complètement les sporophytes de

la famille des Gigartinacées et des Phyllophoracées (Correa et al., 1988).

II) Evénements de reconnaissance et de transduction du signal

Contrairement aux plantes terrestres, peu de données sont disponibles quant aux

événements de reconnaissance et de transduction des signaux dans les interactions

algue-pathogène. On peut se demander si les phénomènes décrits chez les plantes

supérieures sont des mécanismes généraux mis en place avant la diversification des

eucaryote supérieurs, et/ou si des systèmes particuliers ont été sélectionnés chez les

végétaux marins. Deux modèles d'étude ont fourni des résultats préliminaires : d’une

part il s’agit d’une algue brune Laminaria digitata qui est capable de reconnaître des

oligoalginates de type oligo-guluronates qui proviennent de sa propre paroi. Cette

reconnaissance se traduit par un burst oxydatif, dont la cinétique et l’amplitude sont

comparables aux caractéristiques du burst observé chez les végétaux supérieurs

(Küpper et al., 2000). Une étude pharmacologique a montré l’implication des

phospholipases, des flux ioniques et des protéines kinases dans la transduction du signal

élicité par les oligo-guluronates chez L. digitata (Küpper et al., 2000). Le deuxième

modèle concerne une algue rouge Gracilaria conferta infectée par une bactérie pathogène.

Cette bactérie dégrade la paroi de l’algue rouge et libère ainsi des oligosaccharides de

type oligo-agars qui sont reconnus par l’algue rouge (Weinberger et al., 1997 ; 1999).

Cette reconnaissance se traduit par une consommation importante d’oxygène et une

production de peroxyde d’hydrogène dans les premières minutes qui suit la

reconnaissance (Weinberger et al., 1999 ; 2000).

                                                                                                                                                             
7 Plantes qui produisent de l'agar (polymère de galactose)
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III) Les réactions de défense

A la différence des plantes supérieures, les mécanismes de défense chez les algues

marines sont pratiquement inconnus. Quelques travaux ont été publiés sur le rôle

éventuel des composés halogénés dans les réactions de défense chez les algues. Ces

composés sont impliqués dans la réponse au burst oxydatif induit par les éliciteurs

oligosaccharidiques chez l'algue brune L. digitata (Küpper et al., 1998 ; 2000) et chez

l'algue rouge G. conferta (Weinberger et al, 1999). Ces métabolites sont également émis

en concomitance par les espèces activées de l’oxygène induites par des stress abiotiques

comme la salinité (Pedersén et al., 1996). Outre un rôle important dans la détoxication

des espèces activées de l’oxygène, ces composés pourraient être impliqués dans les

réactions de défenses chez les algues marines (Wever et al., 1991). Les haloperoxydases

jouent un rôle clé dans la production de ces composés toxiques (Hewson et Hager, 1980

; Theiler et al., 1978). Ces enzymes interviennent probablement aussi dans la régulation

des espèces activées de l’oxygène et dans le pontage des molécules pariétales,

consécutifs au burst oxydatif. En effet, de nouveaux isoformes sont induits chez L.

digitata en réponse à un burst oxydatif élicité par les oligoalginates (Küpper et al., 2000).

Le gène qui code pour une bromoperoxydase a été cloné chez une algue rouge Corallina

pilulifera (Shimonishi et al., 1998). Des résultats préliminaires ont montré l'induction de

l'expression de certains gènes chez une algue rouge Gracilaria gracilis en réponse à

l'infection par des bactéries. Cependant, la fonction des protéines codées par ces gènes

n'est pas liée aux réactions de défense (Jaffray et Coyne, 1999).

IV) Modèle biologique Chondrus crispus-Acrochaete operculata

     a- Biologie de l’hôte C. crispus

C. crispus est une algue rouge appartenant à l’ordre des Gigartinales et à la famille

des Gigartinacées. Elle occupe les zones intertidales et subtidales de l’océan atlantique

européen et nord américain. Le cycle biologique de l’algue est de type haplo-

diplophasique trigénétique isomorphe (figure 9) (Chen et McLachlan, 1972). Ce cycle est

caractérisé par la succession d’une génération gamétophytique haploïde, d’une

génération carposporophytique diploïde qui se développe sur les gamétophytes

femelles et d’une phase tétrasporophytique diploïde (figure 9). La fécondation se fait
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par trichogamie. Le carpogone, un gamétocyste femelle inséré sur le gamétophyte,

surmonté de son trichogyne est fertilisé par un  gamète mâle dépourvu de flagelles

(spermatie). Le zygote qui en résulte se développe en une génération diploïde de petite

dimension, nommée carposporophyte, épiphyte du gamétophyte femelle. Les

carposporocystes vont libérer des carpospores qui vont germer pour donner de

nouveaux tétrasporophytes. Ces derniers différencient à maturité des cellules

spécialisées, les tétrasporocystes. Parvenus à maturité ces cystes subissent la méiose et

engendrent les méiospores (tétraspores haploïdes). Celles-ci germeront en de nouveaux

gamétophytes. La reproduction asexuée se fait par germination des spores (paraspores)

qui vont redonner des individus semblables aux parents, morphologiquement et

cytologiquement. La multiplication végétative est la forme la plus simple de

propagation. Elle se réalise par fragmentation des thalles. Le sporophyte (diploïde) et

les gamétophytes (haploïdes) sont identiques sur le plan morphologique (figure 9).

     b- Paroi cellulaire de C. crispus

La constitution pariétale de C. crispus et des algues macrophytes en général est

caractérisée par une organisation complexe où deux structures se répartissent

inégalement dans la paroi. Ces structures correspondent à une phase squelettique

(aspect fibrillaire) et une phase matricielle (aspect amorphe). La phase squelettique est

essentiellement constituée de microfibrilles de cellulose. La phase matricielle est

composée essentiellement des polysaccharides sulfatés appelés carraghénanes. Cette

paroi permet de soutenir l’organisme, de résister à la pression osmotique intracellulaire

et de se protéger contre les agressions extérieures.

1) Carraghénanes et leurs propriétés

Les carraghénanes sont des D-galactanes sulfatés constituants de la matrice des

parois cellulaires de C. crispus et certaines algues rouges. Ces polymères sont des

produits gélifiants ou épaississants à haute valeur commerciale. Le schéma commun à

toutes ces molécules est l’alternance des liaisons α (1, 3) et β (1, 4) entre les résidus
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Figure 10 : Structure idéale des carraghénanes d’algues rouges
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galactose. Le galactose de configuration α peut être sous forme 3, 6- annydro (figure

10). Ils sont classés en deux familles :

1) la famille kappa constituée du kappa, du iota carraghénane et deux précurseurs mu et

nu ;

2) la famille lambda qui comporte essentiellement du lambda carraghénane.

Ces galactanes sulfatés jouent un rôle prépondérant dans l’adaptation de l’algue à

son environnement. En effet, par les propriétés de liaison de leurs groupements sulfates

avec des cations, ils pourraient être impliqués dans les phénomènes de régulation

osmotique ou ionique (Kloareg et Quatrano, 1988).

Les carraghénanes sont utilisés, pour leurs propriétés gélifiantes, dans l’industrie

agroalimentaire. Ils sont principalement utilisés comme gélifiants sous leur forme sel de

calcium ou de potassium. A chaud, ils sont utilisés pour leurs propriétés épaississantes.

Ils se combinent aussi aux protéines. Ainsi, avec le lait, ils provoquent un gel faisant

intervenir la caséine et les ions calcium. Cette propriété est largement exploitée pour la

préparation de divers produits (crèmes, glaces, gateaux, flans, yaourts etc). Ils sont aussi

utilisés dans l’industrie pharmaceutique et en cosmétologie (crèmes de beauté). Comme

beaucoup de composés chargés de haut poids moléculaire, ces galactanes sulfatés

présentent des propriétés anticoagulantes (Kindness et al., 1980). Par ailleurs, ces

carraghénanes ont des propriétés hypocholestéroliques et antitumorales (Noda et al.,

1989). L’action de ces trois galactanes sulfatés a été mis en évidence in vitro dans

l’inhibition de la multiplication des virus à ARN et ADN, en particulier le virus de type 1

(HIV 1) du syndrome d’immunodéficiense acquise (SIDA) (Baba et al., 1988), le virus de

la fièvre jaune, les virus de l’herpès (HSV 1 et HSV 2) et de la vaccine (Gonzalez et al.,

1987).

2) Alternance de génération chez les Gigartinacées et les

Phyllophoracées et localisation des carraghénanes dans l'algue

Chez certaines algues rouges carraghénophytes, les deux générations haploïde

(gamétophytes) et diploïde (sporophytes) se ressemblent et présentent de très faibles

divergences au point de vue biochimique et ultrastructural. La synthèse des

carraghénanes suit le cycle biologique de l'algue. Ainsi chez C. crispus et certaines
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carraghénophytes, les sporophytes contiennent des carraghénanes de type lambda

tandis que les gamétophytes contiennent exclusivement des carraghénanes de type

kappa et iota. Cette alternance biochimique de la composition des générations en

polysaccharides matriciels a été constatée chez les Gigartinacées et certaines

Phyllophoracées (McCandless et al., 1983). Chez Kappaphycus alvarezii, une

carraghénophyte de la famille des Solieriacées et qui ne présente pas d'alternance

biochimique de génération, le kappa carraghénane est localisé préférentiellement dans

la région médullaire et représente 80 % des polysaccharides matriciels des

gamétophytes. Le iota carraghénane se trouve au niveau de l’épiderme ainsi que d'une

partie du cortex et constitue 20 % des galactanes sulfatés des gamétophytes (Zablackis et

al., 1991).

     c- Culture de C. crispus

La demande sans cesse croissante de C. crispus et en général des algues à

destination alimentaire, médicale, agricole et cosmétique a fini par dépasser les

possibilités de récolte sur les peuplements sauvages. Cela a provoqué la mise en place

de la mariculture des algues. La culture de thalles de C. crispus a été tentée à maintes

reprises pour étudier la physiologie et la productivité de cette algue d’un grand intérêt

économique (Chen et Taylor, 1980 ; Bidwell et al., 1985 ; Greene et Gérard, 1990 ; Craigie

et al., 1999). Une attention particulière a été portée aux conditions favorisant une

productivité élevée en carraghénanes et à la sélection de souches à croissance rapide et à

forte teneur en carraghénanes (Simpson et Shacklock, 1979). Les algues sont multipliées

par fragmentation des thalles en suspension dans l'eau de mer et sont dépourvues de

leur disque basal. Deux types de bassin de cultures ont été adoptés par plusieurs sociétés

: dans le premier, une roue à aubes génère un courant qui crée un mouvement d’eau de

mer. On parle alors d’un système <oméga>. Le deuxième système, appelé <autoroute>,

utilise des impulseurs multipales et des déflecteurs permettant de modifier le courant.



Figure 11 : Interaction C. crispus-A. operculata.
Le gamétophyte (A, C) est très peu infecté tandis que le sporophyte (B, D)
est entièrement envahi par l’endophyte.
(A, B) : vues de surface
(C, D) : coupes transversales.
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     d- Interaction Chondrus crispus-Acrochaete operculata

A. operculata est une algue verte filamenteuse qui appartient à l'ordre des Ulvales

et à la famille des Chaetophoracées. La plupart des espèces de cette famille ont un cycle

de vie haplo-diplophasique digénétique isomorphe (O'Kelly, 1982). Elles présentent un

mode de vie très particulier. En effet, elles vivent généralement sous forme

d'épi/endophytes souvent d'algues rouges ou dans des coquillages. Ces algues vertes,

notamment A. operculata, A. heteroclada et Phaeophila dendroïdes , partagent le même

biotope que C. crispus. A. operculata est un pathogène endophyte très spécifique qui

envahit les sporophytes de C. crispus et d’autres algues à carraghénanes de type lambda

(Correa et McLachlan, 1991). En revanche, ce pathogène n’arrive pas à envahir les

gamétophytes de C. crispus qui eux contiennent les carraghénanes de type kappa

(figure 11). L’étude du déroulement de l’infection révèle que seules les zoospores ont un

pouvoir pathogène. La germination de ces zoospores traversent la cuticule du

gamétophyte comme celle du sporophyte, mais leur développement est bloqué au

niveau des premières cellules du cortex chez les gamétophytes de C. crispus. Un

réarrangement très important des microfibrilles autour de la zone infectée a été observé

chez le gamétophyte tandis qu’il est beaucoup moins important au niveau des sites

d’infection chez le sporophyte (figure 12). Cette infection engendre une destruction

totale des sporophytes tandis que les gamétophytes sont très peu endommagés (Correa

et al., 1988 ; Correa et McLachlan, 1992; 1994). Des cellules du pathogène développées à

l'intérieur des thalles de C. crispus se différencient en sporocystes.  Ces derniers libèrent

des zoospores dans le milieu, par les ouvertures effectuées lors de l'infection, qui

envahissent d'autres thalles de sporophytes de C. crispus. Les thalles de sporophytes

infectés sont ainsi facilement détruits par  d'autres pathogènes et notamment des

bactéries. En revanche, cet endophyte est incapable d'infecter la partie basale proche du

crampon des thalles de sporophytes (Correa et al., 1987). Ceci permet à l'algue rouge C.

crispus de se régénérer après destruction de la partie médiane et apicale des thalles. Par

contre en culture en bassins, les algues étant dépourvues de disque basal, les frondes

sont totalement détruites par les maladies car elles ne disposent pas de possibilités de

régénération.
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C- Conclusion

Les résultats obtenus dans le domaine des interactions plantes supérieures-

pathogènes montrent bien l'existence de différentes voies de transduction des signaux

qui sont induits par des molécules libérées au moment de l'interaction. Ces voies de

signalisations aboutissent à la mise en place de plusieurs réponses de défense qui ont

pour but le confinement du pathogène sur son site de pénétration et également la

résistance de la plante entière. La figure 13 reflète bien la complexité de ces événements

(reconnaissance, signalisation et mécanismes de défense). Par ailleurs, la plupart des

événements de transduction des signaux sont conservés dans les différents systèmes

étudiés. D'autre part, plusieurs voies de signalisation intercellulaire semblent coexister

chez les plantes. Une voie impliquant l'acide salicylique et une autre impliquant l'acide

jasmonique et l'éthylène. Ces deux voies interagissent dans le but de conférer à la plante

une meilleure résistance possible vis à vis de différents agresseurs. Cependant, des

travaux récents ont montré que le pathogène est aussi capable de reconnaître des

signaux provenant de l'hôte. Ces signaux élicitent certaines MAP kinases qui seraient

responsables de la formation de l'appressorium et de l'activation du pouvoir pathogène.

A la différence des plantes supérieures, les événements de reconnaissance, de

signalisation et de mécanismes de défense chez les algues restent encore inconnus.

Quelques études réalisées sur deux modèles, oligoalginates-Laminaria digitata et

oligoagar-Gracilaria conferta, montrent que ces éliciteurs sont également reconnus par les

plantes marines. Cette reconnaissance induit la synthèse de certains composés tels que

les composés halogénés volatils qui ne sont pas élicités chez les plantes supérieures au

moment de l'interaction avec leur pathogène (Küpper et al., 1998 ; Weinberger et al.,

1999). Par ailleurs, aucune reconnaissance spécifique de type gène pour gène n'a été

démontré chez les algues marines.
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D- Objectifs

Plusieurs algues marines d'intêret économique sont confrontées à des attaques

par des agents pathogènes. Ces agresseurs peuvent conduire à la destruction massive

des espèces incapables de les détecter. Parmi ces algues commercialisées et qui sont

attaquées par plusieurs pathogènes, on trouve Chondrus crispus. L'objectif de la thèse

présentée dans ce manuscrit était donc d'élucider les bases biochimiques de l'interaction

entre l'algue rouge Chondrus crispus et son pathogène endophyte Acrochaete operculata.

En particulier, nous souhaitions tester l'hypothèse que la nature chimique des

polysaccharides pariétaux des deux générations de l'hôte pouvait influencer la spécificité

d'hôte soit,

- en bloquant la progression des filaments du pathogène dans les tissus de l'hôte par un

mécanisme physique.

- en modulant la virulence du pathogène par un effet "signal".

- en favorisant la susceptibilité de la phase sensible ou au contraire la mise en place de

défense dans la génération résistante de l'hôte.

Par ailleurs, nous avons abordé l'identification et la purification de la molécule

signal libérée par le pathogène A. operculata et qui est reconnue par le gamétophyte de

C. crispus. D'autre part, nous avons recherché l'existence d'éliciteurs qui seraient

reconnus par la phase sensible au pathogène, le sporophyte de C. crispus, et si ces

éliciteurs étaient capables de conférer une résistance à cette algue rouge vis à vis de leur

pathogène endophyte A. operculata. Nous avons également suivi les différents

événements de signalisation et les réponses de défense induites au moment de

l'interaction et leurs rôles dans la mise en place des mécanismes de défense chez C.

crispus.



RESULTATS ET DISCUSSION
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A- Les oligocarraghénanes modulent un dialogue hôte-pathogène dans

l’interaction Chondrus crispus-Acrochaete operculata (Article 1).

La paroi cellulaire végétale joue un rôle très important dans les interactions

plante-pathogène. Dans ce domaine, cette paroi a pour rôle d'empêcher la propagation

des pathogènes et ainsi de conférer à la plante une protection physique contre ces

agresseurs. Ces derniers sont dotés d'enzymes capables de dégrader la paroi de la

plante et libèrent ainsi des oligosaccharides. Ces oligomères sont impliqués dans la mise

en place des mécanismes de défense chez les plantes terrestres. Chez C. crispus, la phase

matricielle de la paroi cellulaire est composée essentiellement de carraghénanes. Ces

polymères sont dégradés par des enzymes spécifiques, appelées carraghénases, dont les

produits d'hydrolyse sont des oligocarraghénanes. Ces enzymes carraghénolytiques, κ,

ι et λ-carraghénases, sont purifiées à partir de trois genres de bactéries marines

Cytophaga, Alteromonas et Pseudomonas. Elles sont spécifiques des liaisons β-1,4 dans le

polymère, et également de leurs substrats : une κ-carraghénase ne peut hydrolyser que

du κ-carraghénane et ne peut pas hydrolyser du ι-carraghénane ou du λ-carraghénane.

Il en est de même pour la ι-carraghénase et la λ-carraghénase. Les gènes correspondants

à ces carraghénases ont été identifiés et clonés (Barbeyron et al., 1994 ; 1998 ; Michel et

al., 1999). Les oligocarraghénanes obtenus avec ces enzymes ont été purifiés et analysés

par HPLC et par RMN (Potin et al., 1991 ; 1995).

L'algue verte A. operculata est un pathogène qui envahit complètement le

sporophyte de C. crispus et toutes les carraghénophytes de type λ, tandis que les

gamétophytes (carraghénophytes de type κ) sont résistants à l'infection par cet

endophyte. Ces observations suggèrent que ces carraghénanes seraient impliqués dans

le modèle d'interaction C. crispus-A. operculata. L'effet des polymères et des oligomères

de carraghénanes sur cette interaction a donc été étudié à deux niveaux :

1) leur effet sur le pathogène ;

2) l'action des extraits issus du pathogène préalablement élicité par ces carraghénanes

sur l'hôte.



Figure 14 : Emission du peroxyde d’hydrogène par A. 
operculata élicité par les différents oligocarraghénanes
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I) Le pathogène A. operculata possède une activité carraghénolytique modulée

par les oligocarraghénanes.

Les pathogènes de plantes supérieures sont dotés d'enzymes capables de digérer

les constituants de la paroi cellulaire de l'hôte et libèrent ainsi des signaux qui sont

reconnus par l'hôte. Ces signaux élicitent la mise en place des réactions de défense et

confèrent ainsi à la plante une protection vis à vis de son pathogène. La présence d'une

hydrolase capable de dégrader les polymères de carraghénane a été étudiée chez A.

operculata. En utilisant un substrat radioactif, les résultats montrent que l'endophyte A.

operculata possède une activité carraghénolytique. Cette carraghénase dégrade

beaucoup plus les carraghénanes du sporophyte (λ-carraghénane) que ceux du

gamétophyte (κ et ι-carraghénanes). Cette activité carraghénolytique est également

modulée par la structure des oligocarraghénanes. Il faut noter que les

oligocarraghénanes les plus sulfatés induisent fortement l'activité de cette enzyme. En

revanche, les polymères de carraghénanes sont incapables d'induire une activité

carraghénolytique chez le pathogène A. operculata  (Article 1).  

II) Les oligocarraghénanes contrôlent la physiologie et la virulence du

pathogène A. operculata.

L'effet de l'application des polymères et des oligomères de carraghénane sur

l'émission des espèces activées de l'oxygène et la néosynthèse des protéines a été

étudiée chez le pathogène A. operculata. Les oligo-ι et λ-carraghénanes  sont capables

d'éliciter une émission des espèces activées de l'oxygène chez l'endophyte (figure 14).

Cependant, la production de peroxyde d'hydrogène est plus importante chez le

pathogène élicité par les oligo-λ-carraghénanes que par les oligo-ι-carraghénanes. En

outre, l'endophyte élicité par les oligo-κ-carraghénanes et le contrôle (l'endophyte non

élicité) produisent de très faibles quantités de peroxyde d'hydrogène. Enfin,

contrairement aux oligocarraghénanes, les polymères de carraghénanes sont incapables

d'induire une émission des espèces activées de l'oxygène chez le pathogène A.

operculata.
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Les oligocarraghénanes issus de la paroi de C. crispus régulent également la

synthèse des protéines chez le pathogène. En effet, 16 et 48 heures après élicitation par

les oligo-ι et λ-carraghénanes on observe une absorption importante de la méthionine

et la cystéine marquées au soufre 35 chez le pathogène. A la différence de ces

oligosaccharides très sulfatés, les oligo-κ-carraghénanes provoquent une diminution de

l'absorption de ces deux acides aminés chez l'endophyte 16, 48 et 96 heures après

élicitation. Les oligo-λ-carraghénanes induisent la néosynthèse d'une protéine acide de

70 kDa et une forte expression d'une autre protéine acide de 38 kDa chez A. operculata, 6

jours après élicitation. Cette protéine apparaît également dans les extraits protéiques

issus du pathogène élicité par les oligo-ι-carraghénanes pendant 8 jours. D'autre part,

elle est toujours présente chez l'endophyte 8 jours après élicitation par les oligo-λ-

carraghénanes. En revanche, cette protéine est absente chez le pathogène non élicité

ainsi que chez l'endophyte élicité par les oligo-κ-carraghénanes. De même, deux

protéines de 38 et 40 kDa sont fortement exprimées chez A. operculata élicité par les

oligo-ι-carraghénanes et les oligo-λ-carraghénanes pendant 8 jours (Article 1). Comme

pour l'activité carraghénolytique et l'émission des espèces activées de l'oxygène, les

polymères de carraghénanes n'induisent pas la néosynthèse de ces trois protéines (P70;

P40; P38). Ces observations montrent que les oligo-ι-carraghénanes et les oligo-λ-

carraghénanes sont reconnus par l'endophyte A. operculata. Cette reconnaissance se

traduit par une induction d'activité carraghénolytique, un burst oxydatif et la

néosynthèse de nouvelles protéines.

Les oligosaccharides de la paroi de l'hôte C. crispus sont aussi capables de

contrôler le pouvoir pathogène de l'endophyte A. operculata. En particulier, les

zoospores issues d'A. operculata préalablement élicité par les oligo-λ-carraghénanes,

provenant du sporophyte, envahissent complètement les gamétophytes qui

normalement sont résistants au pathogène (figure 15). Cette infection est comparable à

celle observée chez le sporophyte, la phase sensible à l'endophyte. Ces zoospores

développent des filaments qui infectent à la fois la zone corticale et médullaire.

Inversement, les sporophytes infectés par les zoospores issues du pathogène

préalablement élicité par les oligo-κ-carraghénanes, provenant du gamétophyte,

présentent des taux d'infection très faibles. Les zoospores qui arrivent à infecter ces

thalles développent des filaments qui restent toujours confinés entre l'épiderme et le



Figure 15 : Effet du prétraitement du pathogène A. operculata par les oligo- -
carraghénanes sur l ’infection du gamétophyte de C. crispus.
(A, C) : gamétophyte infecté par le pathogène non prétraité (A, vue de surface ;
C, coupe transversale)
(B, D) : gamétophyte infecté par l’endophyte préalablement traité par les oligo-
-carraghénanes (B, vue de surface ; D, coupe transversale).

40 µm
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cortex (figure 16). Ces résultats suggèrent que les oligocarraghénanes contrôlent la

virulence du pathogène A. operculata : les oligo-λ-carraghénanes élicitent cette virulence

tandis que les oligo- κ -carraghénanes l'inhibent.

III) Les oligocarraghénanes modulent la composition des extraits d'A.

operculata qui déclenchent un burst oxydatif chez les gamétophytes de C. crispus.

L'effet des extraits issus du pathogène non élicité ou mis en présence de différents

oligo-carraghénanes sur le burst oxydatif chez les gamétophytes et les sporophytes de

C. crispus a été également testé (figure 17). Les extraits de l'endophyte, élicité ou non,

induisent une accumulation faible du peroxyde d'hydrogène chez les sporophytes. En

revanche, les gamétophytes produisent des quantités importantes de peroxyde

d'hydrogène au contact des extraits d'A. operculata. L'amplitude de cette "explosion"

oxydative est comparable à celle observée chez les plantes supérieures. Le gamétophyte

non élicité produit de très faible quantité de peroxyde d'hydrogène (contrôle).

L'intensité de ce burst oxydatif est indirectement modulée par ces oligocarraghénanes.

En effet, les extraits issus du pathogène élicité par les oligo-κ-carraghénanes induisent un

burst oxydatif beaucoup plus important que celui observé en présence des extraits de

l'endophyte non élicité chez le gamétophyte de C. crispus. Toutefois, les extraits

provenant de l'endophyte élicité par les oligo-λ-carraghénanes sont incapables d'éliciter

un burst oxydatif chez les gamétophytes de C. crispus. De plus, les extraits issus du

pathogène mis en présence des oligo-λ-carraghénanes sont capables de réduire le burst

oxydatif déclenché préalablement par les extraits de l'endophyte élicité par les oligo- κ-

carraghénanes. Ce résultat montre que les oligo-λ-carraghénanes élicitent une (des)

molécule (s) et ou des enzymes, chez A. operculata, qui sont capables de détoxifier le

peroxyde d'hydrogène libéré par les gamétophytes de C. crispus après élicitation. Dans

ce contexte nous avons commencé à chercher si ces oligo-λ-carraghénanes induisent la

synthèse de certaines enzymes de détoxication du peroxyde d'hydrogène (peroxydases

et catalases). J'ai ainsi montré que les oligo-λ-carraghénanes élicitent une isoforme de

peroxydase chez A. operculata, absente chez le contrôle et en présence des oligo-κ-

carraghénanes. Par ailleurs, les polymères et les oligomères de carraghénanes ne sont

pas directement reconnus par l'algue rouge C. crispus. Les oligosaccharides sulfatés de la



Figure 16 : Effet du prétraitement du pathogène A. operculata par les oligo- -
carraghénanes sur l ’infection du sporophyte de C. crispus.
(A, C) : sporophyte infecté par le pathogène non prétraité (A, vue de surface ;
C, coupe transversale)
(B, D) : sporophyte infecté par l’endophyte préalablement traité par les oligo-
-carraghénanes (B, vue de surface ; D, coupe transversale).

40 µm
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différents oligocarraghénanes chez C. crispus. A : sporophytes; B : gamétophytes
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paroi de l'hôte C. crispus jouent donc un rôle primordial dans le contrôle de la

physiologie et la virulence du pathogène A. operculata. Le seul exemple connu du rôle

des groupements ester-sulfoniques dans les interactions plantes-microorganismes est

celui des facteurs nod dans le système Rhizobiacées-Légumineuses (Lerouge et al., 1990 ;

Roche et al., 1991 ; Truchet et al., 1991). Cependant, l'héparane sulfate, qui est une

glycosaminoglycane, est reconnu par les systèmes animaux. Il se lie essentiellement au

collagène et aux interférons de type gamma de ces cellules animales. Cette

reconnaissance confère à ces cellules des moyens de protection contre plusieurs

maladies (Lortat-Jacob et al., 1995 ; Praillet et al., 1998 ; Sadir et al., 1998 ; Amara et al.,

1999).

IV) Le burst oxydatif est indispensable pour la mise en place des réactions de

défense chez les gamétophytes de C. crispus.

Le rôle des espèces activées de l'oxygène dans la résistance des gamétophytes de

C. crispus contre le pathogène A. operculata a été également étudié. En effet, les

gamétophytes traités par le DPI (diphénylène iodonium), un inhibiteur de la NADPH

oxydase de mammifères et d'autres flavoprotéines, sont incapables de produire du

peroxyde d'hydrogène après élicitation par les extraits du pathogène (figure 18A), ces

gamétophytes sont également incapables de développer une résistance contre leur

agresseur. Ce dernier envahit toute la plante et infecte tous les tissus de l'hôte (figure

18D; 18E). Ces résultats montrent que le peroxyde d'hydrogène joue un rôle clé dans la

mise en place des réactions de défense chez l'algue rouge C. crispus. L'inhibition du

burst oxydatif par le DPI suggère la présence d'une NADPH oxydase similaire à celle

découverte chez les animaux (Segal et Abo, 1993) et les plantes supérieures (Jabs et al.,

1997 ; Pugin et al., 1997 ; Keller et al. 1998 ; Romeis et al., 1999). Chez certaines plantes

supérieures, l'inhibition du burst oxydatif par le DPI  supprime les réponses de défense

et rend les plantes susceptibles à leur pathogène (Jabs et al., 1997). Les espèces activées

de l'oxygène sont impliquées dans l'induction de la résistance locale et générale

(résistance systémique acquise) chez certains végétaux supérieurs (Alvares et al., 1998 ;

Van Camp et al., 1998). Cependant, le peroxyde d'hydrogène n'est pas suffisant pour
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induire la réaction hypersensible, l'activité phénylalanine ammonia-lyase et

l'accumulation de l'acide salicylique chez le tabac (Dorey et al., 1999).

Comme les mammifères et les plantes supérieures, les algues sont aussi capables

de produire un burst oxydatif en réponse à un éliciteur libéré par le pathogène ou par la

plante elle-même, comme dans la reconnaissance des oligoalginates par L. digitata

(Küpper et al., 2000) et les oligoagars par G. conferta (Weinberger et al., 1999). Ces

observations suggèrent que ce mécanisme de défense, uniquement connu chez les

mammifères et les plantes terrestres, est une stratégie ancienne qui a été inventée avant

la diversification des eucaryotes et probablement présente chez la majorité des

eucaryotes.
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Figure 19 : Les étapes de purification du signal d’A. operculata reconnu par les gamétophytes 
de C. crispus.
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B- Caractérisation et purification du signal, provenant du pathogène A.

operculata, reconnu par l’hôte C. crispus.

L'activation des événements de signalisation qui induisent la mise en place des

mécanismes de défense chez les plantes supérieures est initiée par des molécules

élicitrices libérées par le pathogène ou par les plantes. Ces molécules ont été

caractérisées et purifiées à partir de plusieurs plantes terrestres et de certains

pathogènes. Ces éliciteurs purs isolés induisent les mêmes réponses de défense que le

pathogène entier dans le cas d'une réaction incompatible.

Les oligosaccharides issus de la paroi des algues marines après digestion par des

enzymes spécifiques ont été caractérisés et purifiés au laboratoire (Potin et al., 1991 ;

1999 ; Lépagnol-Descamps et al., 1998). Ces éliciteurs purs sont reconnus par certaines

plantes supérieures, comme le blé, l'orge, le riz, la vigne, le pommier et la tomate, et

sont capables d'induire des mécanismes de défense contre l'infection par des pathogènes

causant d'importants dégâts à ces plantes d'intérêt agronomique (Joubert et al., 1998).

Ces oligosaccharides sont aussi reconnus par les plantes marines. Cette reconnaissance

se traduit par un burst oxydatif et une induction de composés halogénés volatils

(Weinberger et al., 1999 ; Küpper et al., 2000). En outre, aucune molécule élicitrice

provenant de pathogènes d'algues marines n'a été caractérisée et purifiée à ce jour. Le

gamétophyte de C. crispus est capable de produire du peroxyde d'hydrogène et de

mettre en place des réactions de défense en réponse à des extraits du pathogène A.

operculata. Le but de ce travail était donc de caractériser et purifier la (ou les) molécule(s)

libérée(s) par l'endophyte et reconnue(s) par les gamétophytes de C. crispus au moment

de l'infection. La figure 19 résume les différentes étapes de purification du signal d'A.

operculata. Les fractions actives sont retenues pour leur capacité à induire un burst

oxydatif chez les gamétophytes de C. crispus. Le surnageant obtenu après l'étape de

précipitation (figure 19) dans l'éthanol 70% est actif. L'analyse de ce surnageant par

chromatographie d'échange d'anions de haute performance et détection par

ampérométrie pulsée (HPAEC-PAD, DIONEX) en utilisant une méthode de séparation

d'oligosaccharides peu chargés, montre la présence de plusieurs oligosaccharides de

degrés de polymérisation variables (figure 20A). Après passage sur une colonne

d'échanges d'anions DEAE sepharose et sur une colonne de filtration sur gel, la fraction
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Figure 20 : Profils chromatographiques des oligosaccharides présents dans l’extrait (A) et 
la fraction active de l’endophyte A. operculata (B), et l’extrait de ce pathogène élicité par
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active contient un oligosaccharide de poids moléculaire proche de 3000 Da. Après une

deuxième analyse par HPAEC-PAD (DIONEX), le chromatogramme montre un pic

majeur numéroté 5 (figure 20B). Le dosage qualitatif des acide uroniques par HPAEC-

PAD (DIONEX) et quantitatif par spectrophotométrie montre que cette fraction est riche

en acides uroniques notamment en acide glucuronique. Un traitement de cette fraction

active par l'acide trifluoracétique qui dégrade les liaisons osidiques hydrolyse cet

oligosaccharide de 3000 Da et rend cette fraction incapable d'induire un burst oxydatif

chez les gamétophytes. Comme indiqué précédemment, l'extrait issu de l'endophyte

préalablement élicité par les oligo-λ-carraghénanes est incapable d'éliciter la production

des espèces activées de l'oxygène chez les gamétophytes de C. crispus.

Remarquablement, l'analyse de cet extrait montre un chromatogramme complètement

différent de celui obtenu pour la fraction active purifiée à partir d'un extrait d'A.

operculata non élicité et notamment l'absence du pic numéroté 5 (figure 20C). Enfin

l'analyse de la composition en monosaccharides de ces deux extraits a été réalisée. Les

résultats montrent que l'application des oligo-λ-carraghénanes modifient la composition

du signal du pathogène en molécules saccharidiques (figure 21). En effet, l'extrait issu de

l'endophyte préalablement élicité par les oligo-λ-carraghénanes ne contient

pratiquement pas de galactose et de fucose (figure 21B). En revanche, la fraction active

est riche en galactose et en fucose (figure 21A). A noter que le glucose et le rhamnose

existent en quantité similaire dans les deux extraits. Ces résultats suggèrent que la

molécule signal libérée par A. operculata au moment de son interaction avec C. crispus

serait un oligosaccharide d'un poids moléculaire proche de 3000 Da et composé de

fucose et de galactose ainsi que d'acides uroniques (acide glucuronique).
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C- Les réactions de défense et la protection induite par les éliciteurs

oligosaccharidiques chez C. crispus (Article 2).

L’effet  des oligosaccharides dans la mise en place des réactions de défense est

maintenant bien établi chez les plantes supérieures. En revanche, rien n’est encore

connu chez les algues. Cette partie illustre les réactions de défense élicitées par le signal

d’A. operculata chez les gamétophytes de C. crispus ainsi que celles induites par les

oligoalginates, via le burst oxydatif, chez les sporophytes de C. crispus. Cette partie

traite également de l’effet des inhibiteurs de la production du peroxyde d’hydrogène, et

de la voie de biosynthèse de l'acide shikimique dans la mise en place de ces réactions de

défense chez les gamétophytes de C. crispus.

I) Des composés autofluorescents sont fortement synthétisés autour des zones

de pénétration par les zoospores d'A. operculata  chez  les gamétophytes de C. crispus.

Comme signalé précédemment, A operculata est un pathogène endophyte qui

envahit complètement les sporophytes de C. crispus tandis que les gamétophytes sont

résistants à ce pathogène. Cet endophyte est confiné au niveau des premières cellules du

cortex des gamétophytes de C. crispus (Correa et al., 1988). De plus, ces gamétophytes

sont capables de produire un burst oxydatif en présence des extraits d'A. operculata. Ces

derniers sont très faiblement reconnus par la phase sensible au pathogène et induisent

une production faible de peroxyde d'hydrogène chez ces sporophytes.  

Il est maintenant bien établi que les composés autofluorescents observés chez les

plantes supérieures, après excitation dans l'UV, correspondent à des composés

phénoliques (Bennett et al., 1996). Ces métabolites sont issus de la voie des

phénylpropanoïdes et sont induits en réponse à une agression chez les végétaux

supérieurs. Ces composés autofluorescents s'accumulent en général autour des zones de

pénétration de l'agent pathogène. Ils sont toxiques et également supposés participer aux

processus de renforcement des parois par pontage oxydatif, et permettent de bloquer la

propagation du pathogène et de conférer ainsi une protection vis à vis des agresseurs

(Bennett et al., 1996 ; Dorey et al., 1997 ; McLusky et al., 1999). Chez C. crispus, les

gamétophytes, la phase résistante au pathogène A. operculata, présentent une très forte



Figure 22 : Accumulation des composés autofluorescents au niveau des sites de
pénétration des zoospores d’A. operculata (flèches) chez C. crispus.
(A, C) : gamétophytes
(B, D) : sporophytes
(A, B : observations en microscope optique ;
(C, D) : observations en microscope à fluorescence avec excitation dans l’UV.
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accumulation de composés fluorescents dans l'UV autour des zones de pénétration par

les zoospores du pathogène (figure 22A, 22C). En revanche, cette accumulation est

absente chez la phase susceptible à l’endophyte, les sporophytes (figure 22B, 22D). Ces

observations montrent que les gamétophytes sont capables de reconnaître le

pathogène en accumulant des métabolites autour des zones d'infection pour empêcher

ainsi la propagation de ce pathogène. Par contre, les sporophytes sont incapables de

reconnaître cet endophyte et sont donc incapables de synthétiser ces composés

autofluorescents. Ainsi l'envahissement total de la phase diploïde par le pathogène A.

operculata pourrait être facilité par l'absence de modification des parois des cellules au

contact de la germination de l'endophyte.

II) Le burst oxydatif contrôle la synthèse des composés autofluorescents autour

des zones de pénétration par les zoospores d'A. operculata  chez  les gamétophytes de

C. crispus.

Le burst oxydatif joue un rôle prépondérant dans la mise en place des réactions

de défense chez certaines plantes supérieures (Jabs et al., 1997 ; Alvares et al., 1998).

Précédemment, nous avons montré que des gamétophytes de C. crispus traités par le

DPI, un inhibiteur de la NADPH oxydase de mammifères, sont incapables de produire

du peroxyde d’hydrogène après élicitation par le signal d’A. operculata et sont ainsi

susceptibles à l’endophyte (Article 1). Ces plantes présentent également une très faible

accumulation de ces composés autofluorescents autour des zones d’infection (figure

23C, 23D). De même, les gamétophytes de C. crispus sont sensibles à l’infection par des

zoospores de l’endophyte préalablement élicité par des oligo-λ-carraghénanes. Ces

gamétophytes synthétisent également de très faibles quantités de composés

autofluorescents autour des zones de pénétration par les endophytes préalablement

élicités par des oligo-λ-carraghénanaes (figure 23E, 23F). Tous ces résultats montrent

bien l’implication du burst oxydatif dans l’élicitation de la synthèse des composés

autofluorescents et la mise en place des réponses de défense autour des zones

d’infection par A. operculata chez les gamétophytes de C. crispus.



Figure 23 : L’inhibition du burst oxydatif supprime l’accumulation des
composés autofluorescents autour des zones de pénétration par les
zoospores d’A. operculata chez les gamétophytes de C. crispus.
(A, B) : contrôles 
(C, D) : gamétophytes traités par 5 M de DPI 
(E, F) : gamétophytes infectés par l’endophyte préalablement élicité par les 
oligo- -carraghénanes
(A, C, E) : vues de surface sous microscope optique  
(B, D, F) : vues de surface sous microscope à fluorescence avec excitation
dans l’UV).
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III) Les oligoalginates sont capables de produire un burst oxydatif chez

C. crispus.

Les alginates sont des polymères, constituants principaux de la matrice de la paroi

des algues brunes. Ils sont composés de résidus de β - 1,4 - D - mannuronate et d’α - 1,4 -

L -guluronate qui peuvent être liés en blocs composés d'un seul acide uronique ou en

séquences mixtes. Les blocs d'acide polyguluroniques présentent une conformation

ordonnée proche de celle des séquences polygalacturoniques des pectines des végétaux

supérieurs (figure 24). Ces polymères sont dégradés par des enzymes spécifiques, les

alginates lyases, libérant ainsi des oligoalginates (Boyen et al., 1990a ; 1990b). Ces

oligosaccharides sont reconnus par une algue brune Laminaria digitata (Küpper et al.,

2000). Cette reconnaissance se traduit par une consommation importante de l’oxygène

et une émission massive de peroxyde d’hydrogène quelques minutes après élicitation

par ces oligoalginates (Küpper et al., 2000). J'ai montré que certains oligoalginates sont

également capables d’induire un burst oxydatif chez les gamétophytes et les

sporophytes de C. crispus (figure 25). La concentration de peroxyde d’hydrogène

produit est maximale à une concentration de 150 µg/ml d’oligoalginates. La cinétique de

ce burst oxydatif est similaire entre les gamétophytes et les sporophytes de C. crispus.

IV) Les oligoalginates induisent une protection efficace chez C. crispus vis à vis

de son pathogène endophyte A. operculata.

Les oligoalginates, reconnus par C. crispus, qui déclenchent un burst oxydatif sont

aussi capables de conférer une protection aux sporophytes de C. crispus vis à vis de leur

pathogène A. operculata. Cette résistance se traduit par une réduction très importante du

taux d’infection à partir d’une concentration en éliciteur de 50 µg/ml et atteint un

maximum de réduction à 150 µg/ml et 500 µg/ml (figure 26). Ces oligoalginates sont

capables d’induire l’accumulation des composés autofluorescents autour des zones

d’infection chez les sporophytes de C. crispus (figure 26). En effet, l'application d'une

concentration de 150 ou 500 µg/ml d'oligoalginates élicitent une très forte accumulation

de ces composés autofluorescents autour des zones de pénétration par le pathogène

chez les sporophytes de C. crispus. Le temps de contact nécessaire pour reconnaître ces

oligoalginates et induire ainsi tous les événements de signalisation et une protection
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Figure 26 : Les oligoalginates induisent la résistance et l’accumulation des composés
autofluorescents autour des zones de pénétration par les zoospores d’A. operculata chez
les sporophytes de C. crispus.
(A, B, C) : contrôles 
(D, E, F) : sporophytes élicités par 20 g/ml d’oligoalginates et infectés 24 heures
après traitement
(G, H, I) : sporophytes élicités par 50 g/ml d’oligoalginates et infectés 24 heures 
après traitement
(J, K, L) : sporophytes élicités par 150 g/ml d’oligoalginates et infectés 24 heures 
après traitement
(A, D, G, J) : vues de surface sous microscope optique
(B, E, H, K) : vues de surface sous microscope à fluorescence avec excitation dans l’UV
(C,F ,I ,L ) : coupes transversales
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Figure 27 : La cinétique de développement de la résistance contre A. operculata après 
traitement par 150 g/ml d’oligoalginates chez les sporophytes de C. crispus. 
La fréquence d’infection du contrôle (sporophyte non traité par les oligoalginates) est de 
100%.
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efficace est de 30 min. Cette protection est maximale à partir de 24 heures après

élicitation et peut durer jusqu'à 7 jours (figure 27). De plus, des gamétophytes de C.

crispus prétraités par une concentration de 150 µg/ml d'oligoalginates sont très

résistants à l'infection par l'endophyte préalablement élicité par les oligo-λ-

carraghénanes et dont les zoospores sont massivement virulentes contre les

gamétophytes de C. crispus (Article 1). Le pathogène est bloqué au niveau des

premières cellules du cortex. Certains de ces endophytes présentent un long poil qui

émerge vers l'extérieur.

Dans l'interaction C. crispus-A. operculata, la résistance systémique acquise et le

burst systémique sont absents. En effet, Le traitement d'une partie des thalles de

sporophytes de C. crispus par des oligoalginates induit une résistance et une production

du peroxyde d'hydrogène uniquement dans la partie élicitée. La résistance systémique

acquise est mise en place chez les végétaux supérieurs par des transmissions

intercellulaires d'un messager qui est pour l'instant non identifié bien que l'acide

jasmonique, l'éthylène et l'acide salicylique soient impliqués dans cette transmission. De

même, l'inoculation des plantes d'Arabidopsis thaliana par une souche avirulente de

Pseudomonas syringae induit un burst oxydatif local au niveau des zones d'infection et un

burst oxydatif systémique au niveau des tissus non infectés. Ces deux bursts (local et

systémique) sont impliqués dans la mise en place d'une résistance systémique acquise

chez ces plants d'A. thaliana (Alvares et al., 1998).  

Mes résultats suggèrent que les oligoalginates sont capables de protéger

localement et efficacement l'algue rouge C. crispus vis à vis de son pathogène A.

operculata. Cette protection est associée à l'accumulation de composés fluorescents dans

l'UV autour des zones de pénétration par l'endophyte. Une protection totale de l'algue

nécessite un traitement de la plante entière par ces oligosaccharides. D'un point de vue

évolutif il est possible que l'acquisition des mécanismes de résistance systémique ait

évolué avec la vascularisation chez les spermaphytes.
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V) L'inhibition de la voie de l'acide shikimique supprime la résistance et

l'accumulation des composés autofluorescents autour des zones d'infection par A.

operculata chez C. crispus.

L'acide shikimique est un composé responsable de la synthèse des acides aminés

aromatiques, le tryptophane, la tyrosine et la phénylalanine. Ce dernier acide aminé est

le précurseur de la formation de plusieurs métabolites secondaires notamment les

composés phénoliques chez les végétaux supérieurs. Une inhibition de la synthèse de

l'acide shikimique induit une suppression de la synthèse de certains métabolites

secondaires et rend ainsi les plantes susceptibles à leurs pathogènes. En effet, une plante

légumineuse, Cassia obtusifolia, traitée par le glyphosate, un inhibiteur de la 5-

énolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSP), est incapable de synthétiser

certains métabolites secondaires notamment les phytoalexines. Ces plantes traitées

deviennent susceptibles à leur pathogène Alternaria cassiae (Sharon et al., 1992). L'effet

de cet inhibiteur sur la résistance des gamétophytes de C. crispus contre leur pathogène

A. operculata a été étudié. Les résultats montrent que des gamétophytes, naturellement

résistants à l’endophyte, traités par cet inhibiteur deviennent sensibles au pathogène

avec des taux d’infection comparables à ceux de la phase sensible à A. operculata (figure

28). Ce pathogène envahit complètement l'épiderme, le cortex et la medulla de ces

thalles traités par le glyphosate (figure 28F). Remarquablement, ces gamétophytes

présentent de faible accumulation des composés autofluorescents autour des zones de

pénétration par l’endophyte (figure 28D). Ces résultats montrent que l'acide shikimique

est indispensable pour induire l’accumulation de ces composés autofluorescents et

conférer ainsi une protection efficace chez les gamétophytes de C. crispus vis à vis de

son pathogène A. operculata.



Figure 28 : Le glyphosate inhibe la résistance et l’accumulation
des composés autofluorescents autour des zones de pénétration
par les zoospores d’A. operculata chez les gamétophytes de C.
crispus.
(A, C, E) : contrôles (A, C, vues de surface respectivement sous
microscope optique et à fluorescence avec excitation dans l’UV ;
E, coupe transversale)
(B, D, F) : gamétophytes traités par 50 M de glyphosate (B, D,
vues de surface respectivement sous microscope optique et à
fluorescence avec excitation dans l’UV ; F, coupe transversale).
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VI) Effet du glyphosate sur l'activité shikimate déshydrogénase induite par le

signal d'A. operculata chez les gamétophytes et par les oligoalginates chez les

sporophytes de C. crispus.

La plupart des enzymes impliquées dans la voie de biosynthèse de l’acide

shikimique sont activées par l’application d’un éliciteur ou en réponse à une attaque par

des pathogènes chez les végétaux supérieurs. L’effet du signal d’A. operculata et des

oligoalginates sur l’activité shikimate déshydrogénase, une enzyme responsable de la

formation de l’acide shikimique, a été testé chez les sporophytes et les gamétophytes de

C. crispus. En effet, l’activité de cette enzyme est fortement induite 24 heures après

élicitation par le signal d’A. operculata chez les gamétophytes de C. crispus (figure 29A).

De même, elle est fortement élicitée, 24, 72 et 168 heures après traitement par une

concentration de 150 µg/ml d'oligoalginates chez les sporophytes (figure 29B). Cette

concentration d'oligoalginates est également capable d'induire une protection efficace,

24, 72 et 168 heures après traitement, contre le pathogène A. operculata chez les

sporophytes de C. crispus (figure 27). Le traitement des thalles de gamétophytes et de

sporophytes de C. crispus par cet inhibiteur de la voie de biosynthèse de l'acide

shikimique (le glyphosate) induit une inhibition de l’activité shikimate déshydrogénase

élicitée par le signal d’A. operculata chez les gamétophytes ainsi que celle élicitée par les

oligoalginates chez les sporophytes de C. crispus (figure 29). Ces observations montrent

que la voie de biosynthèse de l'acide shikimique est impliquée dans l'interaction C.

crispus-A. operculata et est activée par la reconnaissance des oligoalginates par C. crispus.

Ce métabolite pourrait être le précurseur des composés autofluorescents induits dans

les algues résistantes à l'infection.



Contrôle Elicitation par 150 µg/ml d’oligoalginates

24a 24 72 168 24b24 72 168 Temps
d’incubation
 (heures)

Figure 29 : Elicitation de l’activité shikimate déshydrogénase, inhibée par
le glyphosate, par le signal d’A. operculata et les oligoalginates chez
C. crispus.
A : gamétophytes (1, contrôle ; 2, 24 heures après élicitation par le signal
d’A. operculata ; 3, traitement par 50 M de glyphosate et élicitation par
le signal d’A. operculata
B : sporophytes (a, élicitation par 50 g/ml d’oligoalginates ; b, traitement
par 50 M de glyphosate et élicitation par 150 g/ml d’oligoalginates).

1 2 3A

B



Résultats et Discussion

55

D- Les événements de transduction du signal chez C. crispus (Article 3).

Les événements de signalisation qui suivent la reconnaissance d'un éliciteur des

réactions de défense ont été bien étudiés chez les plantes terrestres (Ebel and Mithöfer,

1998). L'utilisation des inhibiteurs et des activateurs des différentes voies de signalisation

chez les animaux a permis d'élaborer des modèles de transduction des signaux et

d'induction des réponses de défense chez les plantes supérieures. Ces études à caractère

pharmacologique ont montré l'implication des protéines G, des phospholipases, des

canaux ioniques, des protéines kinases, de la NADPH oxydase, du NO et de la

lipoxygénase dans la transduction du signal suite à une élicitation ou une infection

(Wojtaszek, 1997 ; Ebel et Mithöfer, 1998). Pour  étudier les différents événements et

voies de signalisation induites chez C. crispus en réponse à l'éliciteur libéré par le

pathogène A. operculata, j'ai conduit une approche pharmacologique en utilisant des

inhibiteurs et des activateurs étudiés chez les plantes terrestres.

I) Les événements qui précèdent le burst oxydatif chez C. crispus.

Les études pharmacologiques ont prouvé l'implication des phospholipases (A2 et

C), des canaux ioniques et des protéines kinases dans les événements de signalisation

qui précèdent le burst oxydatif induit par le signal d'A. operculata chez C. crispus. En

effet, le traitement des gamétophytes par des inhibiteurs spécifiques des phospholipases

A2 et C, respectivement le chlorpromazine-HCl et l'U73122, engendre une suppression

de la production de peroxyde d'hydrogène élicité par le signal d'A. operculata chez les

gamétophytes de C. crispus. Le lanthanum et l'anthracène-9-carboxylate, inhibiteurs

respectivement des canaux calciques et des canaux anioniques chez les plantes

supérieures, inhibent également le burst oxydatif déclenché par le signal d'A. operculata

chez C. crispus. Par ailleurs, un burst oxydatif est élicité chez des gamétophytes de C.

crispus traités par l'ionophore de calcium (A23187). Une application combinée de

l'ionophore et du signal d'A. operculata induit une accumulation de peroxyde

d'hydrogène beaucoup plus importante que celle observée en présence soit de

l'ionophore seul soit du signal d'A. operculata seul chez les gamétophytes de C. crispus.

La phosphorylation et déphosphorylation des protéines jouent un rôle important dans
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Figure 30 : Effet des inhibiteurs de kinases sur le burst oxydatif élicité par le 
signal d’A. operculata chez les gamétophytes de C. crispus. La production du 
peroxyde d’hydrogène est mesurée 2 heures après élicitation.
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les événements de signalisation chez les plantes supérieures. L'inhibition de ce

phénomène supprime la production de peroxyde d'hydrogène chez les animaux et les

végétaux supérieurs. L'application de la staurosporine, un inhibiteur général de ces

protéines kinases, induit une inhibition de la production du peroxyde d'hydrogène chez

les gamétophytes de C. crispus élicités par le signal d'A. operculata. Ces résultats

montrent que les événements de signalisation qui précèdent le burst oxydatif induit par

le signal d'A. operculata chez C. crispus sont similaires à ceux observés chez les animaux

et les végétaux supérieurs. De même, des études pharmacologiques ont également

montré que ces événements qui précédent le burst oxydatif induit par les oligoalginates

chez l'algue brune Laminaria digitata sont similaires à ceux observés chez les plantes

supérieures et C. crispus (Küpper et al, 2000).  

II) La source des espèces activées de l'oxygène chez C. crispus.

La quinacrine, un inhibiteur de la phospholipase A2 et de flavoprotéines comme

la NADPH oxydase, ainsi que le DPI, suppriment le burst oxydatif élicité par le signal

d'A. operculata chez les gamétophytes de C. crispus. Par ailleurs, l'azide de sodium

(NaN3) et le cyanure de potassium (KCN), des inhibiteurs de peroxydases, ne bloquent

pas le burst oxydatif déclenché par le signal d'A. operculata et les oligoalginates

respectivement chez C. crispus et L. digitata. Ces résultats suggèrent que la production

de O2
- au cours du burst oxydatif est catalysée par la NADPH oxydase chez C. crispus.

Cette enzyme est aussi impliquée dans la production des espèces activées de l'oxygène

chez les animaux et plusieurs plantes supérieures.

III) Les MAP kinases sont indispensables aux événements de signalisation et à

la mise en place de la résistance chez les gamétophytes de C. crispus.

Les gamétophytes de C. crispus traités par des inhibiteurs spécifiques des MAP

kinases (PD 98059 et l'apigénine) répondent toujours à l'application de signaux d'A.

operculata par l'émission de peroxyde d'hydrogène (figure 30).  L'inhibition du burst

oxydatif par la staurosporine (figure 30) rend les gamétophytes sensibles à leur

pathogène et supprime l'accumulation des composés autofluorescents autour des zones
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d'infection par l'endophyte (figure 31D, 31E, 31F) qui sont pourtant en fortes quantités

autour des zones de pénétration par A. operculata dans les gamétophytes résistants

(figure 31A, 31B, 31C). Par ailleurs, les gamétophytes traités par le PD 98059 et

l'apigénine sont incapables de développer une résistance contre l'endophyte (figure 31G

à L). Ces gamétophytes sont complètement envahis par le pathogène A. operculata

(figure 31G, 31I, 31J, 31L) et présentent aussi de très faibles accumulations de composés

autofluorescents autour des zones d'infection (figure 31H, 31K). Ces résultats suggèrent

la présence de certaines kinases en amont du burst oxydatif et d'autres en aval ou

indépendantes de ce burst oxydatif chez l'hôte. Ces résultats montrent que les MAP

kinases sont indispensables à la mise en place des réactions de défense chez les

gamétophytes de C. crispus. Ces observations suggèrent la présence d'au moins deux

voies de signalisation nécessaires à la mise en place de la même réponse de défense chez

l'algue rouge C. crispus. Ces voies peuvent également être interconnectées pour

conférer à l'algue une meilleure protection. Ces observations sont aussi décrites chez les

plantes terrestres (Yang et al., 1997 ; Romeis et al., 1999 ; Desikan et al., 1999).

IV) Le SHAM, un inhibiteur de lipoxygénase, inhibe la résistance et

l'accumulation des composés autofluorescents autour des zones d'infection par A.

operculata chez les gamétophytes de C. crispus.

La lipoxygénase est une enzyme responsable de la synthèse de plusieurs

octadécanoïdes notamment l'acide jasmonique chez les plantes supérieures. Cette

enzyme est fortement induite par l'application des éliciteurs ou en réponse à une

agression chez les végétaux supérieurs. Elle est inhibée par plusieurs inhibiteurs comme

le SHAM, la quercétine, l'esculétine et le n-propylgallate (Fournier et al., 1993). L'effet

d'une concentration de 1 mM de SHAM a été testé sur les gamétophytes de C. crispus.

Cette concentration n'a pas d'effet sur le burst oxydatif élicité par le signal d'A.

operculata. En revanche, les gamétophytes traités par cet inhibiteur sont complètement

envahi par le pathogène A. operculata. Ces gamétophytes présentent également de très

faibles accumulations des composés autofluorescents autour des zones de pénétration

par l'endophyte (figure 32). Ces résultats suggèrent que la voie de synthèse des



Figure 31 : Les inhibiteurs de kinases suppriment la résistance et
l’accumulation des composés autofluorescents autour des zones d’infection par
les zoospores d’A. operculata chez les gamétophytes de C. crispus.
(A, B, C) : contrôles
(D, E, F) : gamétophytes traités par 20 M de straurosporine
(G, H, I) : gamétophytes traités par 20 M d’apigénine
(J, K, L) : gamétophytes traités par 250 M de PD98059
(A, D, G, J) : vues de surface sous microscope optique
(B, E, H, K) : vues de surface sous microscope à fluorescence avec excitation
dans l’UV
(C, F, I, L) : coupes transversales.

A B

40 µm

C

FED

G H I

KJ L



Résultats et Discussion

58

oxylipines pourrait être également impliquée dans la mise en place des réactions de

défense chez C. crispus.



Figure 32 : Le SHAM inhibe la résistance et l’accumulation des composés
autofluorescents autour des zones d’infection par les zoospores
d’A. operculata chez les gamétophytes de C. crispus.
(A, C, E) : contrôles (A, C, vues de surface respectivement sous microscope
optique et à fluorescence avec excitation dans l’UV ; E, coupe transversale)
(B, D, F) : gamétophytes traités par 1 mM de SHAM (B, D, vues de surface
respectivement sous microscope optique et à fluorescence avec excitation
dans l’UV ; F, coupe transversale).
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 E- Elicitation des composés halogénés et des mycosporines like amino-

acids par le signal d’A. operculata  et les oligoalginates chez C. crispus.

I) Composés halogénés volatils

Les composés halogénés sont des halocarbones volatils présents à l'état de traces

dans les eaux côtières et océaniques (Lovelock et al., 1973). Ces halocarbones sont soit

iodés, chlorés ou bromés. Parmi ceux ci, on trouve de l'iodométhane, l'iodoéthane, le

chlorobromométhane, le bromoforme et le chloroforme. Certains de ces composés sont

d'origines anthropiques comme les chlorofluorocarbones (Fréons). A la différence des

plantes terrestres, les plantes marines sont capables de produire la plupart de ces

composées halogénés volatils (Moore, 1977; Gschwend et al., 1985 ; Gschwend et

Macfarlane, 1986; Manley et Dastoor, 1987 ; Manley et al 1992 ; Abrahamsson et al., 1995

; Nightingale et al., 1995). Ces halocarbones volatils sont induits par une augmentation

de pH du milieu et de l'intensité lumineuse  chez une algue rouge Eucheuma denticulatum

(Mtolera et al., 1996). La production de ces composés est également accrue en présence

de peroxyde d'hydrogène (Collén et al., 1994). Cette accumulation est inhibée

partiellement par l'azide de sodium, un inhibiteur de peroxydases. Il a été suggéré que

cette enzyme est impliquée dans la production de ces halocarbones (Collén et al., 1994).

Récemment, il a été mis en évidence l'implication d'une haloperoxydase dans

l'absorption de l'iode chez l'algue brune L. digitata (Küpper et al., 1998). Par ailleurs, le

stress oxydatif élicite également l'efflux de l'iode chez L. digitata. De plus, il a été montré

que les oligoalginates sont capables d'induire un burst oxydatif chez cette algue brune

(Küpper et al., 2000). Ces oligosaccharides sont aussi responsables de l'accroissement de

l'émission de ces composés halogénés chez cette algue brune (Küpper et al.,

communication personnelle). Les oligoagars, responsables du burst oxydatif chez l'algue

rouge agarophyte Gracilaria conferta, élicitent aussi l'activité haloperoxydase,

responsable de la synthèse de ces composés halogénés, chez cette algue rouge

(Weinberger et al., 1999). De plus, une application exogène de peroxyde d'hydrogène

induit cette activité haloperoxydase chez cette algue rouge (Weinberger et al., 1999). Ces

résultats suggèrent que les composés halogénés sont impliqués dans les interactions

algue-pathogène ou algue-éliciteur.
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Le signal d'A. operculata est capable d'induire une production importante de

peroxyde d'hydrogène chez les gamétophytes de C. crispus. En outre, cette

accumulation est très faible chez les sporophytes. Le  but de ce travail est d'étudier l'effet

du signal d'A. operculata sur la synthèse de ces composés halogénés chez l'algue rouge C.

crispus.

Les composés halogénés sont analysés par chromatographie en phase gazeuse

(CPG) chez les gamétophytes de C. crispus 30, 60 et 180 min après élicitation par le signal

d'A. operculata. Les résultats illustrent l'induction des composés halocarbonés volatils

chez les gamétophytes de C. crispus en réponse à une élicitation par le signal du

pathogène (figure 33).  Les composés induits par l'élicitation sont : l'iodométhane

(CH3I), l'iodoéthane (CH3CH2I), le dichlorobromométhane (CHBrCl2), le

dibromochlorométhane (CHBr2Cl) et le bromoforme (CHBr3). Certains de ces

halogènes ne sont pas induits par le signal de l'endophyte chez les gamétophytes de C.

crispus. Parmi ceux ci, il y a les fréons, le chloroforme (CHCl3), le méthyl chloroforme

(CH3CCl3), le chloroiodométhane (CH2ClI). La figure 34 montre une comparaison de

chromatogrammes obtenus chez les gamétophytes élicités par le signal d'A. operculata

(en vert) et ceux non élicités, contrôle (en rouge). Ces résultats suggèrent qu'au moment

de la reconnaissance, du signal libéré par l'endophyte, les gamétophytes de C. crispus

libèrent certains composés halogénés volatils potentiellement toxiques pour le

pathogène. Ces composés pourraient ainsi empêcher la survie des spores de cet

endophyte à la surface de l'hôte C. crispus.

Les haloperoxydases sont des enzymes impliquées dans la formation de ces

composés halogénés volatils (Küpper et al., 1998). L'effet de ce signal sur l'activité

haloperoxydase a été également testé chez les gamétophytes de C. crispus. En effet, un

nouvel isoforme d'haloperoxydase est induit par ce signal 24 heures après élicitation

(figure 35). D'autres expériences complémentaires sont nécessaires pour montrer

l'implication de ces composés dans l'interaction C. crispus-A. operculata. Parmi ces

expériences :

1) l'effet des extraits de l'endophyte préalablement élicité par les différents

oligocarraghénanes sur la libération de ces composés. A noter que les extraits de

l'endophyte préalablement élicité par les oligo-λ-carraghénanes sont incapables de

déclencher un burst oxydatif chez C. crispus. En revanche, les extraits de l'endophyte
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Figure 34 : Profils chromatographiques des composés halogénés volatils (CHVs) libérés par les
gamétophytes de C. crispus.
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Figure 35 : Elicitation de l’activité bromoperoxydase par le signal
d’A. operculata chez les gamétophytes de C. crispus.
(1) : contrôle
(2) : 24 heures après élicitation par le signal d’A. operculata.
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préalablement élicité par les oligo-κ-carraghénanes élicitent une production plus

importante de peroxyde d'hydrogène chez C. crispus.

2) l'action du signal du pathogène sur la synthèse de ces composés chez la phase sensible

à l'endophyte, le sporophyte.

3) L'effet des oligoalginates sur la production des ces composés chez les sporophytes et

les gamétophytes de C. crispus.

4) l'effet des inhibiteurs du burst oxydatif sur la synthèse de ces composés chez les

gamétophytes et les sporophytes de C. crispus.

II) "Mycosporine-like amino acids"

Les "mycosporine-like amino acids" (MAAs) sont des métabolites secondaires

découverts pour la première fois chez les champignons (Trione et al., 1966). Depuis, ces

composés ont été mis en évidence chez plusieurs organismes marins : les macroalgues

(Tsujino et al., 1980 ; Sivalingam et al., 1976 ; Karsten et al., 1998), le phytoplancton

(Carreto et al., 1990), les invertébrés (Dunlap et Chalker, 1986 ; Shick et al., 1991 ; 1995 ;

Adams et Shick, 1996) et les poissons (Dunlap et al., 1989). La voie de biosynthèse de

l'acide shikimique est impliquée dans la synthèse de ces métabolites (Favre-Bonvin et al.,

1987). Les MAAs sont des composés qui absorbent dans l'UV entre 310 et 360 nm, avec

un maximum d'absorption à 320 nm. Le rôle physiologique de ces composés n'est pas

encore bien connu. Cependant, certains auteurs suggèrent leur implication dans la

protection contre les dommages causés par la lumière ultraviolette (Karentz et al., 1991 ;

Dionsio-Sese et al., 1997 ; Carefoot et al., 1998). Ces composés sont induits par la lumière

normale et  ultraviolette chez C. crispus (Karsten et al., 1998 ; Franklin et al., 1999). Des

travaux de Dunlap et Yamamoto (1995) ont montré que ces composés, notamment la

mycosporine glycine et l'usijirène, sont fortement élicités par le stress oxydatif. Ils ont

suggéré que ces métabolites ont des activités antioxydantes.

Comme signalé précédemment, l'éliciteur d'A. operculata induit un burst oxydatif

chez les gamétophytes tandis qu'il n'a pas d'effet sur les sporophytes de C. crispus. De

même les oligoalginates sont capables d'éliciter un burst oxydatif chez les gamétophytes

et les sporophytes de C. crispus. J'ai entrepris l'étude de l'effet de ces éliciteurs, via le

burst oxydatif, sur la synthèse de ces métabolites secondaires chez C. crispus.



Figure 36 : Effet du signal d’A. operculata sur la synthèse des MAAs
chez C. crispus.
En bleu : contrôles
En rouge : 24 heures après élicitation par le signal d’A. operculata
(A, B) : gamétophytes (B, traitement du gamétophyte par 50 M de
glyphosate avant élicitation par le signal d’A. operculata)
(C) : sporophytes.
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La figure 36A montre que le signal du pathogène élicite également la production

de ces métabolites, avec un maximum d'absorption à 320 nm, chez les gamétophytes de

C. crispus. En outre, ce signal n'a pas d'effet sur l'accumulation de ces métabolites chez

les sporophytes (figure 36B). La synthèse de ces composés induite par le signal d'A.

operculata est inhibée par le glyphosate, l'inhibiteur de la voie de biosynthèse de l'acide

shikimique, chez les gamétophytes de C. crispus (figure 36C). Ce résultat montre que la

production de ces métabolites constitue une conséquence de l'activation de la voie de

biosynthèse de l'acide shikimique chez les gamétophytes de C. crispus par le signal d'A.

operculata. Par ailleurs, les oligoalginates élicitent la synthèse de ces composés, 4 jours

après traitement, chez les gamétophytes et les sporophytes de C. crispus (figure 37). Ces

résultats suggèrent que ces métabolites secondaires sont induits en réponse à l'élicitation

par les oligoalginates et le signal d'A. operculata. Une étude de différentes MAAs induites

par ces éliciteurs chez l'algue rouge C. crispus est en cours en collaboration avec le

laboratoire dirigé par le Dr. Shick (USA). Ces métabolites représentent des marqueurs

de l'activation du métabolisme secondaire mais ils sont moins spécifiques que les

composés autofluorescents car les MAAs sont induites par tous les types de stress

lumineux (Karsten et al., 1998; Franklin et al., 1999). D'autre part leur localisation dans la

cellule, ainsi que leurs fonctions potentielles restent encore indéterminées.
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Figure 37 : Les oligoalginates élicitent la synthèse des MAAs chez C.
crispus.
En bleu : contrôles
En rouge : 4 jours après élicitation par 150 g/ml d’oligoalginates
(A) : gamétophytes
(B) : sporophytes.

Longueur d’onde (nm)

A
bs

or
ba

nc
e



CONCLUSION ET PERSPECTIVES



Conclusion et Perspectives

63

A- Du point de vue de l'hôte

Un des résultats majeurs de mon travail de thèse a été de montrer que l'algue

rouge C. crispus est aussi capable de reconnaître les éliciteurs oligosaccharidiques. Le

gamétophyte, la phase résistante à l'endophyte A. operculata, reconnaît l'oligosaccharide

libéré par le pathogène au moment de l'infection, ainsi que des oligoalginates. Le

sporophyte, la phase sensible au pathogène, ne réagit pas à la présence du signal d'A.

operculata tandis qu'il reconnaît un autre oligosaccharide, les oligoalginates.

Contrairement à Gracilaria conferta, une agarophyte qui réagit aux oligoagars provenant

de sa paroi cellulaire, C. crispus ne reconnaît pas des oligocarraghénanes provenant de

ses parois cellulaires. La figure 38 illustre un modèle des différents événements de

signalisation élicités par le signal d'A. operculata chez C. crispus. Chez cette algue rouge,

la reconnaissance de l'éliciteur libéré par A. operculata se traduit par une induction des

activités phospholipases (A2 et C), des flux ioniques et des protéines kinases. Ces trois

composantes élicitent l'activation de la NADPH oxydase qui serait le seul complexe

enzymatique responsable du burst oxydatif chez C. crispus.  Le peroxyde d'hydrogène

produit, induit la formation des composés halogénés via l'haloperoxydase qui pourrait

être impliquée dans les phénomènes de pontage de la paroi de l'hôte. Ce burst oxydatif

pourrait être également responsable de la péroxydation des lipides. Cependant, une

phospholipase A2 pourrait libérer un acide gras, l'acide arachidonique. Ce dernier serait

dégradé par la lipoxygénase, induite par l'éliciteur,  pour donner un équivalent de l'acide

jasmonique chez les plantes terrestres. Cet eicosanoïde agirait sur la voie de

biosynthèse des composés phénoliques et permettrait également l'induction d'autres

réponses de défense. Les résultats obtenus suggèrent la présence de certaines kinases en

amont du burst oxydatif et d'autres en aval ou indépendantes de ce burst oxydatif chez

C. crispus. Ces MAP kinases sont indispensables pour la mise en place de ces réactions

de défense. Ces observations suggèrent la présence d'une autre voie de signalisation qui

serait indépendante du burst oxydatif chez C. crispus. D'autre part, une autre voie de

signalisation qui ferait appel à un analogue de l'acide salicylique serait à rechercher. Ces

voies de signalisation pourraient aussi interagir entre elles pour conférer à la plante

marine une meilleure protection contre son agresseur. Ainsi tous ces résultats suggèrent

que les événements de signalisation décrits chez les plantes terrestres sont conservés
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Figure 38 : Les événements de signalisation induits par le signal d’A.
operculata chez les gamétophytes de C. crispus.
AS : acide salicylique ; CHVs : composés halogénés volatils ; HPO :
haloperoxydase ; MAP : mitogen activated protein ; LOX : lipoxygénase ;
PLA2 : phospholipase A2 ; PLC : phospholipase C.
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chez les algues rouges. Cependant certaines réponses de défense, qui jusqu'à

maintenant ne sont pas encore décrites chez les plantes supérieures, sont élicitées par ces

éliciteurs chez les algues marines. Parmi ces réponses, l'induction des composés

halogénés volatils et la synthèse des "mycosporine-like amino acids". Plusieurs études

supplémentaires sont nécessaires pour affiner et compléter ce modèle. Notamment, au

niveau de la reconnaissance du signal d'A. operculata: une étude des récepteurs qui

seraient responsables de cette reconnaissance chez les gamétophytes est indispensable.

Il serait également intéressant de savoir si ces récepteurs existent chez la phase sensible

à l'endophyte, les sporophytes. L'étude de la répartition temporelle des événements de

signalisation qui précèdent le burst oxydatif est également indispensable. De plus, une

caractérisation moléculaire d'enzymes liées à ce métabolisme oxydatif est importante

pour étudier leur régulation par ces éliciteurs. Les espèces activées de l'oxygène sont en

même temps toxiques pour la plante. Chez les plantes supérieures plusieurs enzymes de

détoxication ainsi que leurs gènes correspondants ont été mis en évidence. Une

recherche de ces enzymes de protection est essentielle pour comprendre comment C.

crispus peut produire ces enzymes de détoxication des formes activées de l'oxygène

alors que ces dernières sont indispensables pour induire des mécanismes de défense. De

même la recherche des MAP kinases impliquées dans l'interaction C. crispus-A.

operculata est primordiale pour comprendre ces phénomènes de signalisation et de mise

en place des réactions de défense chez C. crispus. La voie de l'acide shikimique et celle

des phénylpropanoïdes semblent impliquées dans les réactions de défense chez C.

crispus. Une étude des enzymes impliquées dans la voie de biosynthèse de ces

métabolites est indispensable. De même, la recherche des gènes liés à la défense chez C.

crispus est essentielle pour comprendre la régulation de leur expression par ces éliciteurs

et le burst oxydatif. D'autres réponses de défense décrites chez les plantes terrestres

comme la synthèse de phytoalexines, de flavonoïdes ou d'inhibiteurs de protéases sont

à rechercher. D'autres part, il semblerait que ces oligosaccharides soient incapables

d'induire une résistance systémique acquise chez C. crispus. Il serait donc intéressant de

savoir si d'autres groupes d'algues sont capables de mettre en place une résistance

systémique acquise. Les éliciteurs oligosaccharidiques pourraient également constituer

une stratégie préventive de protection de culture d'algues contre différentes

pathologies.
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B- Du point de vue du pathogène

Les oligocarraghénanes de la paroi de l'hôte C. crispus sont reconnus par le

pathogène endophyte A. operculata. Cette reconnaissance se traduit par une induction

ou une inhibition de la virulence de ce pathogène. Une étude des récepteurs qui seraient

responsables de cette reconnaissance ainsi que les événements de signalisation, s'ils

existent, est essentielle pour comprendre les différents événements nécessaires pour

induire ou inhiber la virulence chez cette plante verte. L'activité biologique des éliciteurs

oligosaccharidiques dépend de la configuration des extrémités réductrices, de la

longueur des chaînes et de leur conformation. Il apparaît donc nécessaire de bien établir

les bases structurales de la reconnaissance des oligocarraghénanes par des récepteurs du

pathogène A. operculata. Certaines protéines sont induites par les oligocarraghénanes les

plus sulfatés (P70, P40 et P38). Ces protéines pourraient être responsables de la virulence

de ce pathogène. Il est donc indispensable de les microséquencer afin de chercher les

gènes correspondants.

Par ailleurs, la caractérisation préliminaire des signaux impliqués dans la

reconnaissance du pathogène par l'hôte indique qu'il s'agit d'une petite molécule, de

nature saccharidique riche en acide glucuronique. Ce signal n'est pas reconnu par les

sporophytes, indiquant que la génération diploïde de l'algue ne possède pas de

récepteurs fonctionnels permettant leur reconnaissance. De plus, ce signal n'est pas

présent dans les extraits acellulaires d'A. operculata préalablement élicité par les oligo-λ-

carraghénanes. La perception des composés matriciels de la génération sensible de

l'hôte induit donc chez le pathogène des modifications de surface, qui aboutissent à sa

non-reconnaissance, et à la mise en place des composés permettant de combattre

d'éventuelles réactions de défense. il est donc indispensable de terminer la purification

de ce signal oligosaccharidique provenant du pathogène A. operculata. De même, une

comparaison de la structure des signaux oligosaccharidiques provenant de l'endophyte

après élicitation par les différents oligocarraghénanes est essentielle pour déterminer les

bases de l'évitement.
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Enfin ce travail montre que les oligosaccharides modulent un dialogue hôte-

pathogène dans l’interaction Chondrus crispus-Acrochaete operculata.



MATERIEL ET METHODES
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A- Matériel végétal

Les différents isolats du pathogène Acrochaete operculata ainsi que les cultures

unialgales de  sporophytes (JC 001PC-S) et de gamétophytes (JC 002PC-G) de Chondrus

crispus  proviennent du laboratoire du professeur Juan Correa (Santiago) et sont

cultivés dans un milieu de culture SFC (composition en annexe) selon Correa et al

(1988). Les cultures sont maintenues à 15°C avec une photopériode de 16 / 8 (Jour /

Nuit) et un flux lumineux de 40 µmol m-2 s-1. Le milieu de culture est renouvelé chaque

semaine.

B- Préparation et analyse des éliciteurs oligosaccharidiques

I) Préparation des oligocarraghénanes.

Des oligomères de kappa- (SBI), iota (SBI) et lambda- carraghénane (SBI) ont été

produits au laboratoire par hydrolyse enzymatique en utilisant respectivement une

kappa-carraghénase recombinante de la bactérie marine Pseudoalteromonas

carrageenovora (Michel et al., 1999), une iota-carraghénase native de la bactérie Zobellia

galactonovora (Potin et al., 1991) et la lambda-carraghénase de Pseudoalteromonas

carrageenovora (Johnston et McCandless, 1973). Une hydrolyse à complétion d’une

solution de carraghénane à 5 g l-1 a été réalisée en l'incubant durant 24 h-48h à 30°C en

présence d’enzyme à 0.2U ml-1 (Potin et al., 1991). Les oligosaccharides produits sont

majoritairement des tétrasaccharides et des hexasaccharides, mais leur distribution

s’échelonne jusqu’aux dodécasaccharides. Ces hydrolysats ont été analysés par

résonance magnétique nucléaire (RMN) du carbone 13 et du proton dans l’Unité INRA-

URPOI à Nantes.

II) Extraits acellulaires d’Acrochaete operculata.

Une quantité de 1.5 g des différents échantillons du pathogène élicité ou non par

les oligocarraghénanes est réduite en poudre dans l'azote liquide et reprise dans 1 ml de

tampon d'extraction 0.5 M de Tris HCl pH 6.5, 50 mM de NaCl et 10 mM de MgCl2.
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Cette extraction peut se faire à froid ou à chaud à 100°C pendant 15 min. Après

centrifugation à 12 000 g pendant 30 min, le surnageant est récupéré puis utilisé pour les

expériences d'élicitations.

III) Analyse des oligosaccharides provenant d’Acrochaete operculata

Les oligosaccharides libérés par le pathogène A. operculata sont analysés par

chromatographie d'échanges d'anions de haute performance et détection par

ampérométrie pulsée (HPAEC-PAD). Ce système est équipé d'une boucle d'injection de

50 µl, d'une colonne de garde (4 x 50 mm), d'une colonne CarboPac PA100 (4 x 250 mm)

et d'un détecteur électrochimique avec une électrode en or soumis aux potentiels

suivants : E1 = 0.05 V, 400 ms; E2 = 0.75 V, 200 ms; E3 = -0.15 V, 400 ms. L'élution est

effectuée à 1 ml/min avec un gradient isocratique de 70 % de NaOH 150 mM (éluant A)

et 30 % de NaOH 150 mM, NaOAc 500 mM (éluant B) pendant 5 min puis un gradient

linéaire jusqu'à 60 % de B pendant 11 min puis jusqu'à 100 % de B en 4 min.

Les monosaccharides issus de la dégradation des oligosaccharides du pathogène

par l'acide trifluoroacétique sont aussi analysés par chromatographie HPAEC-PAD. Les

standards et les échantillons à tester sont injectés sur la colonne CarboPac PA100.

L'élution est effectuée sans gradient avec 100 % de NaOH 15 mM dans les mêmes

conditions de détection.

Les acides uroniques contenus dans la chaine oligosaccharidique du pathogène

sont dosés qualitativement par chromatographie HPAEC-PAD. L'élution est effectuée à

1 ml/min avec un gradient isocratique de 90 % de NaOH 65 mM (éluant A) et 10 % de

NaOH 65 mM et d'acétate 0.96 M (éluant B) pendant 15 min. De même, ces acides

uroniques sont dosés quantitativement en utilisant la méthode de Blumenkrantz (1973) :

400 µl d'échantillon à doser sont versés dans un tube contenant 2.4 ml de solution A

(tétraborate de sodium 0.0125 M dans H2SO4 concentré). Après refroidissement des

tubes dans de la glace pilée et agitation au vortex, ils sont chauffés au bain-marie à

100°C pendant 5 min et refroidis dans la glace. Ensuite, 40 µl de solution B

(métahydroxydiphényl 0.15 % dans du NaOH 0.5 %) sont ajoutés au mélange. Après

agitation au vortex et 5 min d'incubation à température ambiante, nous réalisons une

mesure de densité optique à 520 nm. En utilisant une solution connue d'acide
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mannuronique lactone, une gamme étalon est réalisée pour permettre de déduire les

concentrations en acide uroniques dans les différents échantillons du pathogène A.

operculata.

IV) Préparation des oligoalginates.

Des oligomères d’alginate de sodium de Laminaria hyperborea (DANISCO

Ingrédients, Landerneau, France) ont été produits au laboratoire par hydrolyse

enzymatique en utilisant une mannuronate lyase de l’ormeau Haliotis tuberculata (Boyen

et al, 1990a, Heyraud et al., 1996). Une hydrolyse à complétion d’une solution d’alginate

à 5 g l-1 a été réalisée en incubant durant 24 h-48h à 30°C en présence d’enzyme à 0.2 U

ml-1 (Heyraud et al. 1996). La distribution des oligosaccharides produits s’échelonne du

trisaccharide au nonasaccharide. Ces hydrolysats ont été analysés par résonance

magnétique nucléaire (RMN) du carbone 13 et du proton (Heyraud et al, 1996).

C- Elicitation du pathogène et de l'hôte

Les oligo-κ, ι et λ-carraghénanes variant en taille du tétrasaccharide au

dodécasaccharide, en quantité de 150 µg / ml, sont mis séparément dans 3 ml de milieu

SFC avec 300 mg, en poids frais, d'A. operculata. Ces expériences d'élicitations sont faites

à des temps variables et sont destinées à l'étude de l'activité carraghénolytique, des

protéines néosynthétisées chez le pathogène ainsi qu'à la préparation des extraits

acellulaires de l'endophyte A. operculata.

Les gamétophytes et les sporophytes de C. crispus (500 mg de poids frais) sont

mis dans 10 ml d'eau de mer filtrée en présence de 300 µl d'extrait acellulaire du

pathogène ou différentes concentration d'oligoalginates. Ces expériences d'élicitations

sont destinées à l'étude du burst oxydatif, de l'activité bromoperoxydase et shikimate

déshydrogénase ainsi qu'à la résistance induite par ces éliciteurs chez l'hôte C. crispus.
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D- Expériences d'inoculations

Des fragments des extrémités d'environ 1 cm des thalles des gamétophytes et des

sporophytes de C. crispus sont préparés et cultivés dans le milieu SFC (annexe). Ces

fragments sont ensuite infectés par des zoospores issues du pathogène élicités par les

différents oligocarraghénanes. Le milieu de culture des fragments infectés est changé

tous les 3 jours. Trois semaines après infection, ces fragments sont nettoyés et un

comptage du nombre de tâches vertes, correspondant à l'endophyte, est réalisé par

microscope optique sur la surface de ces thalles.

L'effet des oligoalginates et des inhibiteurs des événements de signalisation et de

réponses de défense sur l'infection chez les sporophytes et les gamétophytes de C.

crispus a été également testé. Après traitement des fragments de thalles des

gamétophytes et des sporophytes de C. crispus par des oligoalginates ou des inhibiteurs

des événements de signalisation et de réponses de défense, ils sont ensuite rincés et

infectés par le pathogène comme décrit ci dessus.

E- Mesure des espèces activées de l'oxygène

La cinétique de l'émission du peroxyde d'hydrogène induite par les

oligocarraghénanes chez le pathogène A. operculata (300 mg de poids frais dans 10 ml

d'eau de mer filtrée) a été réalisée en utilisant un luminomètre (Berthold, Lumat LB

9507, EG&G Berthold, Evry, France). Cet appareil est doté de deux injecteurs reliés à des

solutions de réactifs. Ces dernières utilisées dans ces expériences sont le luminol (50 µl à

0.3 mM par injection) et la peroxydase de raifort hrp (100 µl à 20 unités par ml dans 10

mM de tampon phosphate à pH 7.8 par injection). En présence de peroxydase et du

peroxyde d'hydrogène, le luminol est oxydé et émet de la luminescence mesurée par cet

appareil. La luminescence émise dans les aliquots de 400 µl de milieu de culture du

pathogène élicité par les oligocarraghénanes a été mesurée par ce luminomètre. Une

gamme étalon en utilisant des concentrations connues de peroxyde d'hydrogène a été

également réalisée. Ceci permet de déduire la concentration de peroxyde d'hydrogène

produit par le pathogène en présence des différents oligocarraghénanes.
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La cinétique de la  production du peroxyde d'hydrogène induite par les extraits

d'A. operculata élicité par les différents oligocarraghénanes et les oligoalginates chez les

gamétophytes et les sporophytes de C. crispus (500 mg de poids frais dans 10 ml d'eau

de mer filtrée) a été réalisée comme décrit ci dessus.

F- Méthodes biochimiques

I) Extraction des protéines néosynthétisées chez A. operculata

A la fin de chaque expérience d'élicitation du pathogène (16 heures ; 2 ; 4 ; 6 et 8

jours), une concentration de 5 mégaBecquerel / ml de soufre 35 (Pro-mix L-35S cell

labelling ; AMERSHAM / référence SJQ-0079 ou DUPONT NEN / référence NEG-072 ;

70% de méthionine et 30% de cystéine) est ajoutée pour marquer toutes les protéines

néosynthétisées. Au bout de 16 heures de marquage, l'échantillon est rincé 2 fois avec le

milieu SFC avant d'en extraire les protéines.

Les protéines sont extraites au phénol selon la méthode décrite par Schuster et

Davies (1983). Cette méthode s'est avérée également efficace pour l'extraction des

protéines de la plante hôte C. crispus. Les différents échantillons sont réduits en poudre

dans l'azote liquide et repris dans 500 µl de tampon d'extraction : 0,7 M de saccharose;

0.5 M de Tris HCl pH 8 ; 50 mM de EDTA ; 0.1 M de KCl ; 2 mM de PMSF (fluorure de

phénylméthyl-sulfonyl) et 2% de β-mercaptoéthanol. L'ensemble est maintenu à 0°C

pendant 10 minutes avant d'ajouter 500 µl de phénol. Après une heure d'incubation à

température ambiante, l'échantillon est centrifugé à 12000 g pendant 5 minutes. La

fraction phénolique est rincée, 3 fois, à l'aide de 500 µl de tampon d'extraction. Les

protéines solubles dans le phénol sont précipitées, pendant une nuit, à -20°C en ajoutant

500 µl d'acétate d'ammonium 0.1 M (pris dans le méthanol) pour 200 µl de fraction

phénolique. Après centrifugation à 12 000 g pendant 10 minutes, le culot est rincé deux

fois avec 400 µl de méthanol puis avec 200 µl d'acétone. Le précipité est solubilisé dans le

tampon d'O'Farrell pour l'isoélectrofocalisation (Hilbert et al., 1991).

La quantité de radioactivité incorporée est mesurée, par un compteur à

scintillation (TRI-CARB 1500), à partir de 2 µl de protéines marquées par le soufre 35.

Une extraction des protéines marquées, en utilisant la méthode de Laemmli (1970), a
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également été réalisée : après broyage et solubilisation dans du tampon de Laemmli, les

échantillons sont centrifugés à 12 000 g pendant 10 minutes. Les protéines du

surnageant sont récupérées et la quantité de radioactivité est mesurée dans 2 µl.

II) Electrophorèse bidimensionnelle

Les électrophorèses bidimensionnelles sont réalisées avec des minicuves Bio-Rad

(MINI PROTEAN).

     a- Isoélectrofocalisation

L'isoélectrofocalisation est réalisée dans des gels de 1 mm de diamètre et 7.5 cm

de long dont la concentration est de 4% d'acrylamide, 9.2 M d'urée, 2% de Triton X-100,

2% d'ampholytes Bio-Rad (1.6% à pH 5/7 et 0.4% à pH 3/10). L'hydroxyde de sodium

20 mM sert d'anolyte et l'acide phosphorique 10 mM de catholyte.

Pour avoir la même quantité de radioactivité dans les gels, le volume déposé

dépend de la valeur mesurée, pour chaque échantillon, par le compteur à scintillation.

Au dessus de chaque dépôt, on ajoute un même volume de tampon: urée 9 M, 1%

d'ampholytes (0.8% à pH 5/7 et 0.2% à pH 3/10) et du bleu de bromophénol.

La migration se fait à voltage constant de 400 V pendant 5 heures.

     b- SDS-PAGE

La seconde dimension est réalisée sur des gels en plaque (0.75 mm x 13.5 cm x 7.5

cm). Elle ne comporte pas de gel de concentration. Le gel de séparation est à une

concentration d'acrylamide de 12%. Sans équilibration, les gels de la première dimension

sont déposés sur les gels de la deuxième dimension. La migration est effectuée à un

voltage constant de 100 V dans une cuve remplie de tampon de migration : Tris 0.025 M,

glycérol 0.192 M et 0.1% de SDS.

Les gels radioactifs sont ensuite séchés et exposés contre des films

autoradiographiques (KODAK, X-OMAT, XAR-5) en utilisant un écran (KODAK, X-

Omat cassette). La durée d'exposition est de 2 jours. Le développement des films se fait

en trois étapes successives : révélation, rinçage et fixation.
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III) Dosage des protéines

Les protéines contenues dans les extraits acellulaires d'A. operculata ainsi que dans

ceux de gamétophytes et de sporophytes de C. crispus sont dosées par la méthode de

Bradford (1976).

Les échantillons sont solubilisés dans un tampon MgCl2 10 mM, NaCl 50 mM,

pefablock 1 mM, Tris HCl 50 mM à pH 7.5 et centrifugés 10 minutes à 12000g.

Le réactif de dosage est un produit commercial (Bio-Rad protein assay). C'est une

forme anionique de bleu de coomassie qui se fixe préférentiellement aux protéines par

interaction avec leurs groupements cationiques.

A 800 µl d'extrait dilué, contenant entre 1 et 10 µg de protéines, sont additionnés

200 µl de réactif Bio-Rad et la densité optique est mesurée à 595 nm. L'étalonnage est

réalisé à l'aide d'une gamme étalon effectuée avec de la sérum albumine de boeuf.

VI) Recherche d'activités enzymatiques

     a- Activité carraghénolytique élicitée chez A. operculata

1) Extraction des carraghénanes marqués au soufre 35 à partir de

C. crispus

Les gamétophytes et les sporophytes de C.  crispus  (5 g de poids frais) sont mis

séparément dans 100 ml d'eau de mer artificielle dépourvue de sulfates (450 mM de

NaCl ; 10 mM de KCl ; 46 mM de MgCl2 et 2 mM de NaHCO3). Les nitrates, les

phosphates, les métaux et les vitamines sont additionnés avec un volume de 2 ml/l

chacun (Annexe). Avant incubation, pendant 4 jours, on ajoute 80 mégaBecquerel/l de

sulfate de sodium radioactif (S-35 as Sodium Sulfate Carrier free; DUPONT NEN /

référence NEX-041H). Les échantillons sont ensuite broyés à l'azote liquide et repris

dans un volume de NaCl 50 mM (15 ml/g de poids frais) pendant 2 heures à 90°C.

Après centrifugation à 1 600 g (15 minutes), les carraghénanes du culot sont précipités

par 3 volumes d'éthanol. Ils sont ensuite rincés avec de l'éthanol 75% et solubilisés dans
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un tampon de NaCl 50 mM et 10 mM de phosphate de sodium (pH 7.5). Le taux de

radioactivité est mesuré dans 2 µl, par compteur à scintillation.

2) Mise en évidence d'une activité carraghénolytique.

Les échantillons, issus des expériences d'élicitations, du pathogène par les

oligocarraghénanes, sans marquage radioactif, sont broyés et solubilisés dans un

tampon Tris HCl 50 mM à pH 7.5 contenant 5 mM de MgCl2 et 0.1 mM de PMSF

(PhénylMéthylSulfoxide). Ensuite, 30 µl d'extraits acellulaires obtenus après

centrifugation à 12 000 g pendant 10 minutes, sont incubés séparément en présence de

30 µl des carraghénanes marqués resuspendus à une concentration de 5 mg/ml dans un

tampon phosphate de sodium 10 mM contenant 50 mM de NaCl. Après 3 jours

d'incubation, 3 volumes d'éthanol sont ajoutés et le mélange est centrifugé à 12 000 g

pendant 10 min. Les éventuels produits de dégradation sont contenus dans le

surnageant éthanolique. La radioactivité contenue dans ce surnageant éthanolique est

mesurée par compteur à scintillation. Un contrôle sans extrait acellulaire est également

effectué.

     b- Recherche d'activité peroxydase élicitée par les oligocarraghénanes chez

A. operculata

L'activité de la peroxydase a été réalisée  sur gel natif (Laemmli, 1970) en utilisant

un substrat spécifique le 3-amino-9-éthylcarbazole (Manchenko, 1994). 40 µg de

protéines totales, issu du pathogène élicité séparément par les oligo-κ et λ-

carraghénanes pendant 8 jours et du contrôle (le pathogène non élicité), sont utilisées

pour mettre en évidence cette activité. Après migration, les gels sont rincés avec de l'eau

distillée et sont mis dans un tampon acétate de sodium 50 mM à pH  5 contenant 500

µg/ml de 3-amino-9-éthylcarbazole (solubilisé dans une goutte d'acétone) et 1 mM de

peroxyde d'hydrogène. Les gels sont ainsi incubés dans cette solution à l'obscurité

jusqu'à ce que des bandes rouges correspondant à l'activité de l'enzyme apparaissent.

Les gels sont ensuite rincés et fixés dans 50 % glycérol.
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     c- Mesure d'activité shikimate déshydrogénase induite par le signal d'A.

operculata et les oligoalginates respectivement chez les gamétophytes et les

sporophytes de C. crispus

L'activité shikimate déshydrogénase a été mise en évidence sur un gel natif

(Laemmli, 1970) en utilisant de l'acide shikimique comme substrat (Manchenko, 1994).

Les gamétophytes et les sporophytes (500 mg de poids frais dans 10 ml d'eau de mer

filtrée) élicités respectivement par les extraits d'A. operculata et les oligoaginates sont

broyés à l'azote liquide et sont resuspendus dans un tampon Tris-HCl 50 mM à pH 9.5

contenent 500 mM de KCl et 10 mM de β-mercaptoéthanol. Après centrifugation à 12

000 g pendant 10 min, les protéines contenues dans le surnageant sont dosées. 30 µg de

protéines totales issues de ces échantillons ainsi que de leurs contrôles correspondants

(les gamétophytes et les sporophytes non élicités) sont déposés sur un gel non

dénaturant de 20 % d'acrylamide. Après migration à 80 mv, les gels sont rincés dans de

l'eau distillée et sont trempés dans un tampon Tris HCl 0.1 M à pH  7.1 contenant de

l'acide shikimique (840 µg/ml), du NADP (170 µg/ml) et du MTT (200 µg/ml)  pendant

30 min à l'obscurité et à 37°C. En suite, le PMS (40 µg/ml) est ajouté au mélange. Les

gels sont ainsi incubés dans cette solution jusqu'à ce que des bandes bleu- foncé

correspondant à l'activité de l'enzyme apparaissent. Les gels sont ensuite rincés et fixés

dans 50 % d'éthanol. L'effet du glyphosate sur cette activité shikimate déshydrogénase

induite par les extraits d'A. operculata chez les gamétophytes et par les oligoalginates

chez les sporophytes de C. crispus a été également testé. Les thalles de gamétophytes et

de sporophytes sont traités par 50 mM de glyphosate pendant 6 heures et sont ensuite

élicités par les extraits du pathogène et les oligoalginates.
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     d- Mesure d'activité bromoperoxydase induite par le signal d'A. operculata

chez les gamétophytes de C. crispus

L'activité bromoperoxydase a été mise en évidence sur un gel natif (Laemmli,

1970) en utilisant de l'o-dianisidine comme substrat (Manchenko, 1994). 30 µg de

protéines, de gamétophytes élicité par les extraits du pathogène et du contrôle

(gamétophytes non élicités), sont extraits et déposés sur un gel natif de 12 % de la même

manière que l'activité shikimate déshydrogénase. Après migration, les gels sont mis

dans une solution d'o-dianisidine 1 mM, 100 mM de tampon phosphate de potassium et

100 mM de bromure de potassium pendant 30 min. Les gels sont ensuite rincés et mis

dans une solution de peroxyde d'hydrogène (1 mM) jusqu'à ce que des bandes rouges

correspondant à l'activité de l'enzyme apparaissent. Les gels sont ensuite rincés et fixés

dans 50 % de glycérol.

V) Analyse des composés halogénés volatils

L'analyse des composés halogénés volatils libérés par les gamétophytes de C.

crispus élicités ou non par le signal d'A. operculata (5 g de poids frais dans 100 ml d'eau

de mer filtrée) a été réalisée en utilisant la méthode de Pruvost et al. (1999). Les

prélèvements ont été fait 30, 60 et 180 minutes après élicitation, à l'aide d'un préleveur

destiné à l’échantillonnage d’eau en vue de l’analyse des composés volatils dissous. Ce

préleveur est constitué d’une ampoule en verre de 30 ml surmontée à chacune de ses

extrémités par des robinets 3 voies en PTFE (plastique). L’eau est pompée sous vide par

l’intermédiaire d’un tube relié à une bouteille en verre contenant les algues jusqu’au

préleveur préalablement rempli d’azote ultrapure. L’ampoule est rincée par écoulement

de l’eau avec 3 fois son équivalent en volume. L’échantillon est isolé par fermeture des

robinets et il peut être stocké durant plusieurs jours dans une glacière remplie d’eau de

mer jusqu’à l’analyse au laboratoire. C’est un prélèvement qui évite les contacts de

l’échantillon avec l’atmosphère.

La méthode d’extraction liquide-gaz couplée à une séparation par

chromatographie en phase gazeuse sur colonne capillaire et à une détection par capture

d’électrons (ECD) a été utilisée pour l’analyse des composés halogénés volatils. Le

système analytique permet le dosage des composés chlorés (CH2Cl2, CHCl3, CH3CCl3,
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CCl4, CHCl=CCl2, CCl2=CCl2), bromés (CH2Br2, CHBrCl2, CHBr2Cl, CHBr3) et iodés

(CH3I, CH3CH2I, CH2ClI, CH2I2). L’eau de mer est transférée du préleveur au dégazeur

par de l’azote ultrapure, puis les composés volatils en sont extraits par dégazage à

l’azote pendant 20 min avec un débit de 90 ml/min. Les composés volatils sont piégés

dans un tube vide de 50 cm de long qui est immergé dans un bain acétone-azote liquide.

Après la pré-concentration, les composés volatils sont désorbés thermiquement, en

plongeant le micropiège dans de l’eau bouillante, et injectés pendant 30 secondes sur la

colonne capillaire. Les rendements d’extraction sont quantitatifs pour tous les composés

à l’exception du CHBr3 et du CH2I2. La séparation est réalisée par un chromatographe

en phase gazeuse Chrompack CP 9000 équipé d’une "fused silica megabore DB-624

column". La durée de la séparation est de 23 min. La détection est assurée par un ECD :

détecteur spécifique des composés halogénés et électrophiles. Le signal est acquis et le

chromatographe est intégré à l’aide du logiciel Maestro (Chrompack). L’étalonnage est

effectué en injectant, à l’aide de microseringues, de standards dilués dans le méthanol

dans un préleveur rempli d’eau de mer préalablement dégazée. L’étalon est ensuite

analysé de la même manière que les échantillons.

Les limites de détection sont comprises entre 0.003 et 0.09 ng l-1 pour tous les

composés à l’exception du CHBr3 (0.17 ng.l-1) (Pruvost et al., 1999).

VI) Analyse des "mycosporines-like amino acids"

Les "mycosporine-like amino acids" de C. crispus sont extraites par une solution

aqueuse de méthanol (Karsten et al., 1998). 20 mg de thalles des gamétophytes et

sporophytes élicités respectivement par des extraits d'A. operculata et des oligoalginates,

ainsi que de leurs contrôles correspondant (gamétophytes et sporophytes non élicités)

sont broyés et suspendus dans 3 ml de solution aqueuse de méthanol (80 %). Le

mélange est mis en agitation à 4°C et à l'obscurité pendant 1 heure. Après

centrifugation, à 15 000 g pendant 30 min, et récupération du surnageant méthanolique,

le culot est resuspendu dans le même volume de solution aqueuse de méthanol.

L'extraction est refaite 3 fois sur le même échantillon de départ afin d'y extraire le

maximum de MAAs contenus dans le surnageant méthanolique. Ensuite les 3 volumes
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de surnageant méthanolique sont regroupés et des spectres d'absorption sont réalisés à

partir de ces extraits.
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ANNEXE



Annexe    

Milieu de culture SFC

Solutions stocks :

1. Fer

Préparer 367 mg/l de sels sodium ferrique éthylène diamine acide tétra-acétique dans

de l'eau distillée.

2. Phosphates

Préparer 50 mM de (NaH2PO4,H2O) dans de l'eau distillée.

3. Nitrates

Préparer 1 M de NaNO3 dans de l'eau distillée.

4. Métaux

-Préparer séparément des solutions de 14 mg/ml de (MnCl2, 4H2O), 1 mg/ml de ZnCl2,

47 µg/ml de (COCl2, 6H2O) et 0.04 µg/ml de (CuCl2, 2H2O) dans de l'eau distillée.

-Un volume de 50 ml de chacune de ces solutions est ajouté à une solution de  Na2EDTA

(4.36 g/l).

-Bouillir l'ensemble pendant 10 minutes.

-Ajouter 1 l d'eau distillée et ajuster le pH à 7.5.

-Filtration avec un filtre de 0.2 µm.

5. Vitamines

-Préparer séparément des solutions de biotine (0.5 mg/l), d'acide folique(1 mg/l), de

thiamine B1 (1.5 mg/l) et de B12 (0.5 mg/l) dans de l'eau distillée.

-1.25 ml de ces solutions est ajouté à 250 ml d'eau de mer filtrée à 0.2 µm.

Un volume de 2 ml de chacune de ces 5 solutions stocks (Fer, Phosphates,

Nitrates, Métaux et Vitamines) est ajouté à 1 litre d'eau de mer filtrée avec un filtre de

0.2 m (milieu SFC).
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Sulfated oligosaccharides mediate the interaction between a marine red alga and its green algal
pathogenic endophyte. Bouarab, K., Potin, P., Correa, J.A., and Kloareg, B. (1999). Plant Cell, Vol. 11,
1635-1650.

The filamentous green alga Acrochaete operculata is able to completely colonize the sporophytic
phase of the red alga Chondrus crispus; however it does not penetrate beyond the outer cell layers of
the gametophytic thalli. Given that the isomorphic life cycle phases of C. crispus differ in the sulfation
pattern of the extracellular matrix (ECM) galactans (carrageenans) and because A. operculata filaments
are shown to feature carrageenolytic activity, we investigated whether carrageenan fragments
modulate the pathogenicity of the parasite. Consistent with the ECM composition of the host-
susceptible generation, λ-carrageenan oligosaccharides induced a release of hydrogen peroxide,
stimulated protein neosynthesis, increased carrageenolytic activity, and elicited the induction of
specific polypeptides in the pathogen, resulting in a marked increase in pathogenicity. In contrast κ-
carrageenan oligosaccharides, i.e., ECM fragments from the host-resistant generation, did not induce a
marked release of H2O2 from A. operculata filaments, hindered amino-acid uptake and enhanced their
recognition by the host, resulting in an overall reduction in pathogen virulence. Moreover, C. crispus
sporophytes and gametophytes were shown to behave differently in their initial response to challenge
with cell-free extracts of A. operculata. Gametophytes exhibited a large burst of hydrogen peroxide
whereas a small only was release d from the sporophytes. The oxidative burst was abolished in the
gametophytes by the NADPH oxidase inhibitor diphenyleneiodonium, resulting in a marked increase
in pathogen virulence. The oxidative burst in C. crispus gametophytes was stronger when extracts
were prepared from A. operculata filaments previously elicited with κ-carrageenan oligosaccharides.
No burst was observed when these gametophytes were challenged  with extracts prepared from
pathogen cultures previously incubated in the presence of λ-carrageenan oligosaccharides. This report
on a marine algal pathosystem definitively shows that as occurs in terrestrial plants, ECM
oligosaccharides mediate host-pathogen interactions.

Natural or Oligosaccharide-Primed Resistance to Acrochaete operculata is Associated with the
Activation of the Shikimic Acid Pathway in the Marine Red Alga Chondrus crispus  . Bouarab, K.,
Kloareg, B, and Potin, P. (2000) Plant Cell (Submited).

The filaments of the green alga are able to completely colonise the sporophytic generation of
the red alga, whereas they do not penetrate beyond the outer cell layers of the gametophytic plants. A.
operculata infection induces an important accumulation of UV-fluorescent compounds in C. crispus
gametophytes at the sites of attempted penetration by zoospores but no accumulation is observed in
the susceptible sporophytic phase. C. crispus gametophytes exhibited a large burst of hydrogen
peroxide when challenged by pathogen extracts whereas a small amount only was released from the
sporophytes, the susceptible host life-history phase. Inhibition of the oxidative burst by
diphenyleneiodonium, an inhibitor of the mammalian NADPH oxidase prevents the accumulation of
UV-fluorescent compounds at the sites of attempted penetration by zoospores and also abolishes
resistance to A. operculata invasion in C. crispus gametophytes. Glyphosate, an inhibitor of the
shikimate pathway, repress the activity of the shikimate dehydrogenase in C. crispus and prevents the
accumulation of UV-fluorescent compounds at the sites of infection, it also abolishs resistance to A.
operculata in C. crispus gametophytes. Yet, alginate oligosaccharide elicitors can trigger an oxidative
burst in the host susceptible sporophytic phase. The kinetics of H2O2 production takes place in a dose-
dependent manner with saturation at 500 mg/ml of alginate oligosaccharide concentration.
Remarkably, alginate oligosaccharide elicitors induce a protection against A. operculata invasion in C.
crispus sporophytes lasting for up to 7 days. Pretreatment with alginate oligosaccharides at a
concentration of 150 mg/ml strongly reduces the infection rate and primes the accumulation of UV-
fluorescent compounds at the few sites of zoospore penetration in C. crispus sporophytes. This
resistance and oxidative burst were locally induced by alginate oligosaccharides in C. crispus
sporophytes. This study emphasizes the potential role of oligosaccharide signals in activating
protection against pathogens in marine plants and possible mechanisms of induced resistance are
discussed.

Convergent signal pathways are required for the establishment of resistance to the green algal
pathogenic Acrochaete operculata in the marine red alga Chondrus crispus.  Bouarab, K., Kloareg,
and Potin, P. (2000). (Will Submited).

Chondrus crispus gametophytes exhibit a diphenyleneiodonium-sensitive oxidative burst after
challenge with cell-free extracts from  its green algal pathogenic endophyte Acrochaete operculata
(Bouarab et al., 1999). This response to pathogen elicitors can also be blocked by Ca2+ and anion
channel blockers as well as with phospholipases A2 and C inhibitors. The protein kinase inhibitors,
staurosporine and genistein completely inhibited this oxidative burst in C. crispus gametophytes,



whereas MAP kinase specific inhibitors, apigenin and PD 98059 did not compromise the building up
of AOS. Staurosporine, apigenin and PD 98059 were shown to abolish the resistance to A. operculata in
C. crispus gametophytes and inhibited the accumulation of UV-autofluorescent compounds at the site
of attempted penetration by A. operculata zoospores. Moreover, salicylhydroxamic acid did not
interfere with the oxidative burst, but, likely acting as a lipoxygenase inhibitor, abolished the
resistance to A. operculata . These pharmacological inhibitor studies suggest that ion fluxes, activation
of protein kinases and phospholipases control AOS production in C. crispus gametophytes, whilst
pathogen recognition also likely induced convergent signal pathways downstream or independent
from the oxidative burst leading to the establishment of resistance to A. operculata.

The Chondrus crispus-Acrochaete operculata host-pathogen association, a novel model in
glycobiology and applied phycopathology. Bouarab, K., Potin, P., Correa, J.A., and Kloareg, B. (2000).
J. Appl. Phycol. (submited).

We review here our ongoing research on the oligosaccharide signals involved in cell-cell
recognition in the Chondrus crispus-Acrochaete operculata host-pathogen association. In this
pathosystem, the host gametophytes are resistant to the pathogen, whereas the sporophytic generation
is sensible to infection. We have shown that the virulence of the green algal pathogen is mediated by
the recognition of carrageenan oligosaccharides released from its red algal host: kappa-carrageenan
oligosaccharides inhibit A. operculata virulence while lambda carrageenan oligosaccharides enhance its
pathogenicity (Bouarab et al., 1999). It appears that the recognition of A. operculata  by C. crispus also
involves an oligosaccharidic signal. This signal is present in the non-virulent form of the pathogen
whereas it is absent from the virulent form. Altogether this pathosystem offers a novel, unique model
to investigate the perception of oligosaccharide signals in plant-pathogen interactions. The possible
applications of this research to develop new strategies for disease control in maricultured algal crops
are discussed.
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Résumé
Chondrus crispus (Gigartinales, Rhodophycées) est une algue rouge qui se caractérise par un cycle de vie

isomorphe, dans lequel le sporophyte (diploïde) et les gamétophytes (haploïdes) sont virtuellement identiques sur le
plan morphologique. L'algue est exploitée pour la production industrielle des polysaccharides de sa paroi cellulaire,
nommés carraghénanes, comme agents de texture. Le sporophyte contient des carraghénanes de type lambda, tandis
que le gamétophyte contient exclusivement des carraghénanes de type kappa, dans l'épiderme et une partie du cortex et
iota dans la deuxième partie du cortex ainsi que la medulla. L'endophyte algue verte Acrochaete operculata est capable
d'envahir complètement la phase sporophytique de l'algue rouge, tandis qu'il ne pénètre pas dans la phase
gamétophytique, au delà des premières couches de cellules.

Nos résultats montrent que les signaux oligosaccharidiques sont impliqués dans l'interaction Chondrus
crispus-Acrochaete operculata. Nous avons montré que la virulence de l'algue verte pathogène est médiée par la
reconnaissance des oligosaccharides libérés par son hôte : l'oligokappa-carraghénane inhibe la virulence d'A.
operculata alors que l'oligolambda-carraghénane augmente sa pathogénicité. La reconnaissance d'A. operculata par C.
crispus implique aussi des signaux oligosaccharidiques. Les événements de transduction du signal, incluant
l'activation des phospholipases C et A2, des flux ioniques, des phosphorylations et déphosphorylations des protéines,
de la NADPH oxydase, des MAP kinases et de la lipoxygénase, sont induits par cet oligosaccharide d'A. operculata.
Ce signal apparaît être présent dans la forme non virulente du pathogène tandis qu'il est absent dans la forme
virulente. Ce signal est aussi impliqué dans la régulation de la biosynthèse des composés fluorescents dans l'UV
autour des sites de pénétration par les zoospores d'A. operculata chez les gamétophytes de C. crispus. Par ailleurs, les
oligoalginates élicitent un burst oxydatif, induisent la résistance, une protection durable et l'accumulation de
composés autofluorescents autour des sites d'infection par les zoospores d'A. operculata dans le sporophyte de C.
crispus. Ces signaux oligosaccharidiques induisent la production de composés de type "mycosporines-like amino
acids" et aussi de composés halogénés volatils chez C. crispus. Cette étude accentue le rôle potentiel des signaux
oligosaccharidiques dans l'activation de la protection des plantes contre les agents pathogènes.
Mots clés  :  interactions plante-pathogène, oligosaccharides, signalisation, espèces activées de l'oxygène, composés
autofluorescents, protection, réponses de défense, virulence, algue rouge, algue verte.

Abstract
C. crispus (Gigartinales, Rhodophyceae) is a marine red alga with an isomorphic life history, comprising

morphologically similar haploid gametophytes and diploid sporophytes. The alga is exploited for the industrial
production of its cell wall polysaccharides, known as carrageenans, which are used as texturing agents. C. crispus
sporophytes synthesize lambda-carrageenans whereas the gametophytes have kappa-carrageenans in the medulla and
inner cortex and iota-carrageenans in the outer cortex and the epidermis. The green algal endophyte Acrochaete
operculata is able to completely invade the sporophytic phase of the red alga Chondrus crispus, whereas it does not
penetrate beyond the outer cell layers of the gametophytic phase.

Our results show that oligosaccharidic signals are involved in cell-cell recognition in the Chondrus crispus-
Acrochaete operculata host-pathogen association and mediate a cross talk between both partners. We have shown that
the virulence of the green algal pathogen is mediated by the recognition of carrageenan oligosaccharides released from
its red algal host: kappa-carrageenan oligosaccharides inhibit A. operculata virulence while lambda-carrageenan
oligosaccharides enhance its pathogenicity. Recognition of A. operculata by C. crispus is shown to also involve an
oligosaccharidic signal. The signal transduction events including phospholipases C and A2 activation, ion fluxes,
phosphorylation and/ or dephosphorylation of proteins, NADPH oxidase, MAP kinases and lipoxygenase activation,
are induced by this A. operculata oligosaccharide. This signal appears to be present in the non-virulent form of the
pathogen whereas it is absent from the virulent form. This signal was also involved in the regulation of the UV-
fluorescent compounds at the sites of attempted penetration by A. operculata zoospores in C. crispus. gametophytes
In the other hand, the alginate oligosaccharides elicit, an oxidative burst, induce the resistance, the protection and the
accumulation of UV-fluorescent compounds biosynthesis around the infection sites by A. operculata zoospores in C.
crispus sporophytes These oligosaccharidic signals induce the production of mycosporine-like amino acids and also
halogenated volatile compounds in C. crispus.  This study emphasize the potentiel role of oligosaccharidic signals in
activating protection against pathogen in plants.
Key words: plant-pathogen interactions, oligosaccharides, signalisation, oxygen activated species, autofluorescent
compounds, protection, defense responses, virulence, red alga, green alga.
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