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INTRODUCTION

Depuis quelques dizaines d'années, les Angiospermes parasites font I'objet d'un
intérét croissant. En effet, I'absence de méthodes de lutte efficaces favorise largement leur
prolifération et leur extension (Europe, Afrique). L'Orobanche rameuse (Orobanche
ramosa) est ainsi devenue une réelle menace pour la culture du Colza et du Tabac dans
l'ouest de la France.

A Nantes, le Groupe de Physiologie et Pathologie Végétales (GPPV) oriente une
partie de ses recherches vers l'identification de cibles biochimiques spécifiques des
plantes parasites, afin de mettre au point des méthodes de lutte plus efficaces. Les
principaux modeles étudiés sont I'Orobanche rameuse et Striga hermonthica. Ces
parasites ont la particularité, contrairement a leurs hétes, de produire du mannitol, polyol
dont la biosynthése repose, chez I'Orobanche, sur une enzyme spécifique : la mannose 6-

phosphate réductase dite M6PR.

Mon travail s'inscrit dans un programme de recherche ayant pour objectif la
caractérisation de la M6PR chez Striga hermonthica. Il comporte deux volets :
- la recherche du géne M6PR,

- la régulation de Il'activité M6PR.

A ce jour, le géne M6PR est caractérisé uniquement chez le céleri et I'Orobanche
rameuse. Des amorces "M6PR" générées a partir de ces travaux (2002) sont inadaptées a
I'amplification du géne M6PR chez Striga. Disponibles depuis peu, de nouvelles
séquences M6PR (Arabidopsis thaliana, blé et riz) ont permis de générer de nouvelles
amorces qui seront utilisées dans le cadre de ce travail. Une approche biochimique par
microséquengage de la protéine d'intérét sera menée en paralléle. Différentes stratégies
de purification (immunoprécipitation et chromatographie d'affinité) seront testées pour
isoler cette protéine.

A la différence de la saccharose phosphate synthase et de la nitrate réductase,
enzymes majeures de l'assimilation du carbone et de I'azote respectivement, peu
d'informations sont disponibles quant a la régulation de la M6PR chez les plantes. Le
deuxiéme volet de cette étude repose sur la mesure de I'activité M6PR in vitro dans
différents organes du parasite et sous différentes conditions de culture. L'objectif de ce
travail préliminaire est d'identifier des facteurs de régulation dont les mécanismes ne
pourront étre définis qu'aprés caractérisation du géne d'intérét et production d'anticorps

spécifiques.
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| — Généralités sur les Angiospermes parasites

Au cours de leur évolution, environ 2% des Angiospermes, soit pres de 3000
especes, ont perdu partiellement, voire totalement leur autotrophie et sont devenus des
parasites d'autres plantes supérieures (Sallé et al., 2000). Ces plantes se connectent au
systéme vasculaire de leur(s) hote(s) par l'intermédiaire d'une structure spécialisée
appelée sucoir ou haustorium. Bien que le degré de dépendance vis-a-vis de I'hnéte varie
énormément d'une espéce a lautre, les plantes parasites dépendent au moins
partiellement de leur hbéte pour leur approvisionnement en eau, minéraux et solutés

organiques (Musselman et Press, 1995).

Depuis une cinquantaine d'années, plusieurs facteurs ont favorisé le
développement des connaissances sur les Angiospermes parasites : au milieu des années
1950 aux Etats-Unis, les cultures de mais sont menacées par une plante parasite, Striga
asiatica. Un Programme National de Recherche est alors mis en place pour développer
des méthodes de contrdle. Dans les années 1970-1980, les famines en Afrique ont aussi
largement contribué a I'essor des connaissances. Depuis, des collaborations de recherche
entre les Pays en Voie de Développement et les laboratoires des pays développés sont

établies (Musselman et Press, 1995).

A - Classification

Les espéces parasites se répartissent en seize familles (Musselman et Press,

1995). Généralement, elles sont classées selon leur capacité photosynthétique et leur site

d'attachement a I'h6te (Tableau 1).




Tableau 1 : Classification des Angiospermes parasites (Molau, 1995)

Laurales - Lauraceae - Cassytha Holoparasites Epiphytes
Santalales

Olacaceae, Opiliaceae, Santalaceae Hémiparasites Epirhizes
Misodendraceae, Loranthaceae, Viscaceae, Eremolephidaceae Hémiparasites Epiphytes
Balanophoraceae Holoparasites Epirhizes
Rafflesiales - Rafflesiaceae, Mitrastemonaceae, Hydnoraceae Holoparasites Epirhizes
Polygales - Krameriaceae Hémiparasites Epirhizes
Solanales - Cuscutaceae Holoparasites Epiphytes
Lamiales - Lennoaceae Holoparasites Epirhizes

. . . . Holoparasites ou o
Scrophulariales - Scrophulariaceae - Rhinanthoideae . . Epirhizes
Hémiparasites

1 - Selon la capacité photosynthétique : hémiparasitisme et holoparasitisme

Les Angiospermes parasites se divisent en holoparasites et en hémiparasites
(Stewart et Press, 1990).

Les espéces holoparasites (Cassytha sp., Orobanche sp., Cuscuta sp., Planche 1-
A, B et C) sont toujours des parasites obligatoires, c'est-a-dire qu'elles ne peuvent se
développer sans la présence d'une plante héte. Elles sont hétérotrophes vis-a-vis du

carbone car dépourvues de chlorophylle.

Les hémiparasites, majoritaires, peuvent étre facultatifs (Rhinantus sp., Pedicularis
sp., Euphrasia sp., Planche 1-D, E et F) si la présence d'une plante hbéte n'est pas
indispensable a la réalisation compléete de leur cycle de développement, ou obligatoires
(Striga sp., Viscum sp., Thesium sp., Planche 1-G, H et |) dans le cas contraire. Pendant
leur phase de croissance souterraine, les hémiparasites sont dépourvus de chlorophylle et
sont donc totalement hétérotrophes vis-a-vis de leur héte. lls deviennent chlorophylliens
apres émergence, moment a partir duquel I'hétérotrophie diminue grace a l'acquisition d'un

systéme photosynthétique fonctionnel (Pageau et al., 1998).



C - Cuscuta epithymum

H - Viscum album

| - Thesium chinense

G - Striga gesnerioides

Planche 1 — Quelques espéces d'Angiospermes parasites
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2 - Selon le site d'attachement a I'hbte

Les plantes a fleurs parasites sont également classées selon leur site
d'attachement a I'hbte (Stewart et Press, 1990). Il faut donc distinguer les parasites de
tiges ou épiphytes (Cassytha sp., Cuscuta sp., Planche 1-A et C) des parasites de racines
ou épirhizes (Orobanche sp., Striga sp., Planche 1-B et G).

B - Particularité parasitaire : I'haustorium

Les plantes parasites se fixent aux racines ou aux tiges d'une plante hoéte par
l'intermédiaire d'un organe qui leur est propre, le sucoir ou haustorium. Elles se
connectent aux vaisseaux conducteurs (xyleme ou phloéme) pour y puiser l'eau et les

nutriments nécessaires a leur développement (Figure 1).

tige héte
22 sgemion

=7 transport
# phloémien

pool
minéral

filtration

tige
parasite
perte dans les

feuilles, fruits

naE

4

interface
haustoriale

filtration

perte dans les
feuilles, fruits

Figure 1 — Connexion hbte - parasite



L'haustorium est constitué d’'un noyau vasculaire entouré de tissu hyalin et d’'une
partie en contact avec I'héte, I'endophyte. Il permet I'attachement a I'néte, la pénétration

par 'endophyte et le transfert de solutés vers le parasite (Stewart et Press, 1990).

C - Conséquences économiques du parasitisme

Certains parasites posent de sérieux problemes agricoles, en particuliers dans le

Tiers Monde ou ils attaquent et dévastent les cultures céréaliéres.

En Europe, I'Orobanche, un holoparasite de racine, s’attaque a de nombreuses
cultures. Orobanche cumana (Figure 2-A) parasite le tournesol en région
méditerranéenne, au sud de 'Espagne, en Gréce, en Italie et en Turquie. Sur cette méme
zone, les Iégumineuses (pois, haricots, féves, lentilles et vesces) ne sont pas épargnées
par Orobanche crenata (Figure 2-B) ou encore Orobanche aegyptiaca (Figure 2-C),
holoparasite également présent en Australie et en Californie. Orobanche ramosa (Figure
2-D) cause des dégats importants sur le colza dans I'ouest de la France. Elle se retrouve

aussi sur le chanvre, la luzerne, la pomme de terre et la tomate (Hiron, 2003).

- A"

A - O. cumana B - O. crenata C - O. aegyptiaca D - O. ramosa

Figure 2 — Espéces d'Orobanche les plus nuisibles

Les études actuelles menées sur les plantes parasites sont donc justifiées. Elles
visent notamment a identifier, chez les parasites, des cibles biochimiques spécifiques
absentes des plantes hétes, et a définir, chez les plantes peu sensibles, des caractéres de

résistance.



Il — Modéle d'étude : Striga hermonthica (Scrophulariaceae)

A - Les Scrophulariacées parasites - Le genre Striga

1 - Taxonomie

Les Scrophulariacées sont des Dicotylédones, il s'agit d'une famille trés riche et
largement répandue. Les représentants parasites appartiennent a la sous-famille des
Rhinantoidées qui compte environ 100 genres et 1500 espéces (Molau, 1995). Ce sont
des holoparasites (Orobanche sp., Orobanchaceae, Planche 1-B et Figure 2), des
hémiparasites facultatifs le plus souvent (Pedicularis sp., Planche 1-E), ou des
hémiparasites obligatoires dont un des plus importants est le genre Striga (Planche 1-G). Il
existe environ cinquante especes de Striga (Witchweed, Herbe aux sorcieres), toutes

épirhizes, annuelles pour la plupart (Ba, 1984).

2 - Répartition géographique - Plantes hotes - Impact économique

Striga se rencontre surtout dans les régions semi-arides d'Afrique et d'Inde, mais
aussi aux Etats-Unis a cause de limportation de cultures contaminées (Musselman et
Press, 1995) (Figure 3). Ces derniéres années, sous la pression démographique africaine,
I'exploitation massive de cultures de variétés de mais sensibles a largement contribué a

son extension (Riches et Parker, 1995).

Figure 3 — Distribution géographique globale des
espéces de Striga a incidence agronomique
(S. hermonthica, S. asiatica, S. aspera et S. gesnerioides)




Bien que plus d'une trentaine d'espéces de Striga soient présentes en Afrique,
seulement quatre sont considérées comme responsables de la plupart des dégats
observés (Thalouarn et Fer, 1993). Les espéces S. hermonthica , S. asiatica et S. aspera
parasitent principalement les cultures céréaliéres (mais, sorgho, mil, riz) et parfois la
canne a sucre (Tableau 2), alors que S. gesnerioides (Planche 1-G) est un fléau pour les
légumineuses, le tabac et la patate douce. En Afrique, Striga est donc considéré comme la

menace la plus sérieuse pour les cultures agricoles (Musselman et Press, 1995).

Tableau 2 - Sensibilité des cultures a Striga (Riches et Parker, 1995)

S. hermonthica S. asiatica

Mais +++ ++ +++
Sorgho +++ + +++
Millet +++ + ++
Riz ++ ++ ++
Canne a sucre ++ + +

Le contréle est difficile, en particulier a cause de la production d'un trés grand
nombre de graines, dispersées par le vent ou les animaux (Molau, 1995) et qui peuvent
rester viables dans le sol plusieurs dizaines d’années avant de germer (Riches et Parker,
1995).

Aujourd'hui, la méthode de lutte la plus pratiquée reste I'arrachage manuel des tiges
émergées avant la libération des graines, et I'utilisation d'engrais azotés pour augmenter
la vigueur des céréales hotes (Riches et Parker, 1995). Des cultivars tolérant un certain

degré de parasitisme sont aussi



développés, mais ils sont a 'origine d’'une augmentation du degré de contamination des
sols par les graines de Striga (Musselman et Press, 1995).

D'un point de vue économique, il est difficile d'estimer précisément les dégats
causés par Striga. |l s'agit certainement de plusieurs milliards de dollars perdus chaque
année par l'agriculture africaine, ce qui justifie les efforts fournis pour mieux connaitre et
combattre ce parasite.

Dans bien des exploitations agricoles, des infestations entrainent la perte intégrale
des récoltes (Figure 4). A cause de Striga, des champs mis en jachére, des exploitations,
voire des villages entiers ont été abandonnés dans plusieurs pays d'Afrique (Thalouarn et
Fer, 1993).

Figure 4 — Champs de Sorgho infestés par S. hermonthica

B - Modéle d’étude : Striga hermonthica

1 - Classification - Plantes hobtes

Striga hermonthica est un parasite obligatoire appartenant a la famille des
Scrophulariaceae (Figures 5 et 6). C'est un parasite chlorophyllien de racines
(hémiparasite épirhize) qui infeste les céréales de type photosynthétique C, telles que le
sorgho (Sorghum bicolor), le mais, (Zea mais) et le millet (Pennisetum sp.). Il parasite

aussi la canne a sucre (Saccharum officinarum).



Figure 6 — Fleur de S.
hermonthica

Figure 5 - S. hermonthica au stade floraison sur sorgho

2 - Description

a - Partie aérienne

S. hermonthica est une plante chlorophyllienne qui peut atteindre 80 cm de hauteur.
La partie végétative est constituée d’une tige axiale principale, circulaire a la base et
quadrangulaire a partir de 2-3 cm de hauteur du sol. Cette tige est prolongée par une
inflorescence terminale qui exerce une dominance apicale sur les bourgeons axilaires (Ba,
1984). Les feuilles opposées sont linéaires, longues de 3 a 10 cm et larges de 0.5 a 2 cm.
La taille des feuilles et de la plante varie selon les conditions environnementales et la
plante héte. Les tiges et les feuilles sont couvertes de courts poils raides.

Les inflorescences sont des grappes pouvant comporter jusqu'a 60 fleurs pour
l'inflorescence terminale et 10 a 20 pour les inflorescences latérales. Les fleurs sont
zygomorphes (Figure 6) avec une corolle gamopétale bilabiée, la lévre inférieure étant
trilobée. Elles sont généralement roses, parfois blanches (Ba, 1984). Le pistil médian
formé de deux carpelles comporte un ovaire supére biloculaire, un style et un stigmate.
Les quatre étamines sont insérées sur la corolle et séparées les unes des autres, les
quatre anthéres uniloculaires sont tétrasporangées. Le fruit est une capsule déhiscente

contenant plus de 50 graines.
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b - Partie souterraine

L’appareil racinaire de S. hermonthica, fibreux, est peu développé. Le radicule qui
émerge a la germination produit un haustorium primaire (Figure 7). Les autres racines qui
partent de la base de la tige se développent au contact des racines hétes et produisent de
nombreux haustoria secondaires (Ba, 1984). Tous les haustoria ont approximativement la
méme taille (1-2 mm), quelles que soient les conditions écologiques. Cependant, ils
peuvent étre plus petits sur certains hétes. En général, les haustoria sont nombreux, ils
peuvent étre supérieurs a 80 par plant. A lintérieur, il n'existe que des connexions

symplastiques qui relient le xyléme du Striga a celui de I'héte.

: Haustorium de S. hermonthica

Racine de I'hote

Figure 7 — Coupe longitudinale de I'haustorium de

S. hermonthica sur une racine de mais
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3 - Cycle de développement

Le cycle de développement de S. hermonthica comporte six étapes (Figure 8) :

T 4 mois

Conditionnement

Post-maturation

Stimulants

de
Floraison et germination
fructification Germination
Eau
Eléments minéraux
Composés organiques HﬁTE Induction

haustorium

Développement

tige feuillée Fixation sur racine hote

Développement haustorium
pHASE (4
HOLOPARASITE

(6)
FPHASE
HEMIPARASITE
Emergence

T 2 mois Croissance souterraine
de la tige

Figure 8 - Cycle biologique de S. hermonthica (Rousset, 2003)

a - Dormance (1)
A la fin de la saison des pluies, les graines sont libérées en grande quantité et

entrent en dormance dans le sol pour une période pouvant aller jusqu'a plusieurs dizaines

d'années.
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b - Conditionnement (2)

Lorsque la nouvelle saison des pluies commence, une forte humidité et une
température adéquate (25-35°C) permettent le préconditionnement des graines qui
deviennent sensibles a un signal chimique émis par les racines d'une plante héte a

proximité.

¢ - Germination (3)

Ces stimulants de germination présents dans les exsudats racinaires de la plante
héte induisent alors la germination des graines.

Le premier stimulant naturel de germination, le strigol, fut isolé d'exsudats
racinaires du cotonnier (Gossypium hirsutum, Malvaceae) (Cook et al., 1966). Depuis,
d'autres stimulants naturels ont été identifiés : la sorgolactone chez le sorgho (Sorghum
bicolor) héte de S. hermonthica et de S. asiatica (Hauck et al., 1992 cité par Yokota et
al.,1998), l'alectrol et l'orobanchol chez le tréfle (Trifolium pratense) héte d'Orobanche
minor (Yokota et al.,1998)

Des analogues structuraux, désignés par le terme "GR" pour leur activité (Growth
Regulatory activity) ont aussi été synthétisés (Boone et al.,1995). Au laboratoire, le GR 24
est utilisé in vitro pour induire la germination des graines de Striga et d'Orobanche. D'un
point de vue chimique, les stimulants de germination sont des substances phénoliques
(Figure 9) regroupées sous le nom générique de sorgoléones, qui différent les unes des
autres par leur masse moléculaire.

OH
hiydroquinone active

OH

quinone inactive

CH30

0

Figure 9 - Structure d'un stimulant de germination, la sorgoléone 358
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Ces substances sont actives sous forme réduite hydroquinonique et inactives sous
forme oxydée quinonique (Figure 9). Les sorgoléones exsudées par la racine de I'héte
sous la forme hydroquinone sont ainsi trés rapidement inactivées par oxydation au fur et a
mesure qu'elles s'éloignent de la racine par diffusion (Fate et al., 1990 cité par Thalouarn
et Fer, 1993). Ainsi, par diffusion, I'existence d'un gradient décroissant de concentration en
sorgoléone active a proximité de la racine de I'héte explique le fait que seules les graines

de Striga situées a proximité de cette racine germent.

d - Fixation a la racine héte et formation du sucgoir primaire (4)

La racine du parasite se développe ensuite vers la plante hote grace a un gradient
de concentration croissant des stimulants de germination. Au contact d'une racine hoéte, le
parasite forme un endophyte qui se connecte aux vaisseaux xylémiens de la plante

parasitée pour former un sugoir ou haustorium (Figure 7).
e - Développement de I'appareil végétatif, floraison et fructification (5)(6)

Le parasite développe alors une tige souterraine blanchatre et écailleuse, puis
émerge au bout de quatre a six semaines pour donner une partie aérienne capable de
photosynthése. La floraison se fait six a huit semaines aprés émergence. Le pollen est

véhiculé par les insectes et les oiseaux, les graines par le vent et les animaux.

4 - Capacité photosynthétique de S. hermonthica

L'existence d'un seul type de chloroplaste, la faible activit¢ de Ia
phosphoénolpyruvate carboxylase (EC 4.1.1.31) (Press et al., 1986) et I'existence d'une
photorespiration (Press et al., 1987) montrent que le métabolisme photosynthétique de S.
hermonthica est de type Cs. La photosynthése mesurée est trop faible pour assurer
l'autotrophie du parasite. Le prélévement simultané de molécules carbonées chez la

plante héte est donc nécessaire (Pageau et al., 1998).
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5 - Relations trophiques entre S. hermonthica et son hote

a - Approvisionnement hydrominéral

Striga dépend entierement de son héte pour son approvisionnement en eau et
minéraux car son appareil racinaire est peu développé et non fonctionnel (absence de
poils absorbants). Chez le parasite, la forte accumulation de potassium, de magnésium et
de mannitol induit un potentiel osmotique trés négatif a I'origine d'un transfert d'eau et de
substances dissoutes a partir du xyleme de I'néte (Stewart et al., 1984). Ce transfert est
intensifié par une transpiration trés élevée et non régulée chez Striga (Press et al., 1987,
Thalouarn et Fer, 1993). La fanaison précoce des feuilles chez la plante héte est une des

manifestations du stress hydrique entretenu par le parasite.

b - Alimentation carbonée

Pendant la phase de croissance souterraine, Striga est totalement hétérotrophe vis-
a-vis du carbone et son alimentation carbonée repose essentiellement sur un prélévement
de saccharose (Okonkwo, 1966). Aprés émergence, cette dépendance diminue grace a

I'acquisition d'un systéme photosynthétique fonctionnel (Pageau et al., 1998).

¢ — Alimentation azotée

L'azote inorganique prélevé chez I'h6te sous forme de nitrate est réduit et incorporé
majoritairement dans l'asparagine (Pageau et al., 2003). La capacité d'assimilation de
I'azote minéral est néanmoins relativement limitée chez Striga (Igbinnosa et Thalouarn,

1996), d'ou I'efficacité de la fertilisation azotée dans la lutte contre ce parasite.

6 - Conséquences du parasitisme sur les plantes infestées

Les symptdmes du parasitisme sont détectables trés rapidement, quelques jours

seulement apres la fixation du parasite (Frost et al., 1997).
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Les plantes infestées sont plus petites, la biomasse de la partie aérienne est trés affectée
contrairement a celle de la partie souterraine. Le parasite se comporte comme un organe
"puits" supplémentaire au niveau racinaire, il détourne les nutriments des parties
aériennes, vers les racines. Le desséchement et I'accélération de la fanaison des feuilles
chez I'hnéte témoignent du stress hydrique entretenu par le parasite. La production des

graines est d'autre part trés diminuée voire nulle.
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lIl — La lutte contre Striga

Les graines, légéres et nombreuses, sont facilement disséminées par le vent et
peuvent rester en dormance dans le sol pendant plusieurs années. Il est donc difficile

d'empécher la propagation de ces parasites.
A - Lutte physique

L'arrachage manuel des plants de Striga émergés permet, apres plusieurs années,
de réduire sensiblement la contamination du sol (Lagoke et al., 1991). Cette méthode
reste cependant d'une efficacité limitée.

Il est aussi possible d'appliquer un film de polyéthyléne sur les champs humides
lors de la saison chaude. Cette solarisation du sol permet alors d'atteindre une
température létale pour les graines de Striga enfouies a moins de dix centimétres de

profondeur (Eplee et Norris, 1995).

B - Pratiques culturales

Le labour profond des sols limite le nombre de graines a proximité des racines
hotes. Une forte irrigation et I'apport massif d'engrais azotés (100 a 300 kg d'azote ha™)
sont néfastes au développement de Striga (Singh et al., 1991). Il est aussi possible de
semer les plantes hétes avant la saison des pluies, lorsque les conditions ne sont pas
favorables a la germination des graines du parasite.

Certaines plantes dites "faux hoétes" induisent la germination des graines du
parasite mais ne permettent pas leur attachement. Striga meurt ainsi par épuisement en
quelques jours : c'est la germination suicide. |l est possible d'alterner la culture de ces
"faux hotes" avec les espéces sensibles, ou de pratiquer une co-culture. Cette méthode ne
se montre cependant vraiment efficace sur la réduction du stock de graines dans le sol

qu'apres plusieurs années, et pose probleme quant a la disponibilité des terres cultivables.
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C - Lutte biologique

L'utilisation de pathogénes spécifiques de Striga est aussi envisagée. |l peut s'agir
de champignons comme Fusarium sp. (Sauerborn, 2001), d'insectes comme Smicronyx

sp., de bactéries, voire méme de virus.

D - Variétés résistantes

L'exploitation de plantes hétes résistantes est une des méthodes de lutte les plus
prometteuses et fait actuellement I'objet de nombreux travaux (Haussmann et al., 2004).
La recherche de génes de résistance a Striga est ainsi plus avancée que pour Orobanche.
Cependant, les variétés identifiées actuellement comme résistantes ne sont pas
exploitables en agro-alimentaire et le transfert de la résistance a des cultivars exploitables

reste un échec a ce jour.

E - Lutte chimique : utilisation d'herbicides

L'injection d'éthyléne dans le sol conduit a la germination suicide des graines, mais
son utilisation nécessite des moyens techniques inadaptés a I'économie africaine.
L'application d'anti-transpirants sur les feuilles de Striga, caractérisé par une forte intensité
transpiratoire, s'avére aussi efficace mais trop tardive pour réduire significativement
I'impact de l'infestation sur I'hGte (Eplee, 1984).

Les herbicides actifs contre Striga sont majoritairement des inhibiteurs de la division
cellulaire. lls peuvent étre appliqués a différents stades du développement de [I'héte
(Eplee, 1984) :

- avant le semis de la culture de la plante héte pour la trifluraline et la penthiméthaline,

- apres le semis et avant I'émergence de la culture pour la trifluraline, la penthiméthaline,
le chlorsulfuron et le metsulfuron-méthyl

- aprés emergence des semis et avant émergence du parasite. Dans ce cas, |'application
sur les feuilles de I'héte, de dicamba, un herbicide systémique non sélectif, réduit le degré
d'infestation (Eplee et Norris, 1995).
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F - Lutte intégrée
Aucune de ces méthodes ne parvient a éradiquer totalement Striga. C'est pourquoi

les programmes de lutte associant plusieurs techniques et tenant compte de la réalité

économique des régions concernées semblent plus prometteurs.
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IV — Propriétés pharmacologiques d'extraits de Striga

A — En médecine traditionnelle

Au XIX siécle, la littérature raconte qu'en Chine, les feuilles de Striga asiatica
(Tableau 2) étaient utilisées pour soigner les douleurs et les ulcéres (Teo, 1993). En
Malaisie, les feuilles de S. asiatica étaient utilisées en infusion pour soigner les troubles
rénaux, le manque d'appétit, les crampes musculaires, les fiévres, mais aussi comme
aphrodisiaque et utérotonique lors des accouchements (Teo, 1993). Par ailleurs, certains

parasites de racines accumulent des tanins utilisés comme anti-diarrhéiques.
B — Recherche moderne : "nouvelles" propriétés pharmacologiques

Actuellement, les principales propriétés pharmacologiques étudiées chez Striga
sont attribuées a la présence de deux flavonoides dans les extraits éthanoliques testés :

I'apigénine et la lutéoline.

1 — Les flavonoides chez les plantes

Les flavonoides sont des pigments jaunes polyphénoliques dérivés du noyau
phényl 2 chromone (Figure 10) trés répandus dans le régne végétal. lls se trouvent surtout
dans les organes jeunes, dans les zones externes (épiderme et mésophylle des feuilles) et
s'accumulent dans les vacuoles sous forme de flavonosides. lls sont parfois présents dans
la cuticule sous forme de génines métoxylées. Les flavonoides protegent des rayons UV
et des radicaux libres. lls seraient impliqués dans I'attraction des insectes pollinisateurs et

dans la régulation de systémes enzymatiques.

S
i <~
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o
|0|

Figure 10 — Noyau phényl 2 chromone,
structure de base des flavonoides
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La plupart des activités pharmacologiques font intervenir des propriétés inhibitrices
enzymatiques ou antioxydantes. Ainsi, I'effet anti-inflammatoire des flavonoides repose sur
l'inhibition de la 5 lipoxygénase (EC 1.13.11.34, synthéese des leucotriénes) et de la cyclo-
oxygénase (EC 1.14.99.1, synthése des prostaglandines). En piégeant les anions
superoxydes, les flavonoides ont également une action anti-radicalaire. Les propriétés
anti-allergiques des flavonoides sont dues a l'inhibition de I'histidine décarboxylase (EC
4.1.1.22, synthése d'histamine) et de la libération d'histamine par les mastocytes. L'effet
antispasmodique par relaxation des fibres lisses impliquerait une inhibition de la
phosphodiestérase (E.C.3.1.4.17, dégradation de [I'AMPc). Cette propriété serait
responsable d'une vasodilatation, expliquant en particulier l'effet diurétique des
flavonoides. D'autres effets ont été observés in vitro (anti-aggrégant plaquettaire,
hépatoprotecteur, gastroprotecteur, antiviral, anticarcinogéne), mais ils ont un intérét
incertain compte tenu de la faible biodisponibilité (= 10% pour les génines, 35% pour les

hétérosides) des flavonoides.

Les flavonoides sont utilisés en thérapeutique essentiellement dans la fragilité
capillaire, l'insuffisance veineuse et les hémorroides. C'est le cas de la diosmine dérivée
de I'hespéridoside du péricarpe des fruits de Citrus sp. (DAFLON®), de la rutine des
feuilles d'Eucalyptus ou de Sarrazin (ESBERIVEN®), ou des flavonoides des feuilles de
Gingko biloba (GINGKOR®). Ils constituent le support de nombreux autres emplois de

plantes médicinales en phytothérapie.

2 — Les flavonoides chez Striga

a - Effets endocriniens et contraceptifs (Hiremath et al., 2000)

De nombreux travaux ont montré que l'effet contraceptif de certaines plantes était
di a la présence de flavonoides. C'est le cas de la butine isolée de Butea monosperma
(Bhargava, 1986), de la puérarine et de la diadzéine isolées de Pueraria uberosa (Shukla,
1993).
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Chez Striga orobanchioides, les substances contraceptives présentes dans I'extrait
éthanolique sont aussi des flavonoides, I'apigénine et la lutéoline, a structure stéroidique
(Figure 11). Ces deux substances administrées & doses croissantes (5 a 25 mg kg” j') a
des rats femelles gravides ont un effet anti-implantatoire dose-dépendant. A dose
contraceptive, elles manifestent, chez les rats femelles immatures ovariectomisées, une
activité estrogénique qui se traduit par une augmentation du poids et du diamétre utérin,

ainsi qu'une diminution de I'épaisseur de I'endométre.

Figure 11 — Struture des flavonoides a activité
contraceptive chez S. orobanchioides.
Apigénine : R=0H , R'=H — Lutéoline : R=R'=OH

Plusieurs flavones, dont I'apigénine, inhibent I'aromatase humaine (ou estrogéne-
synthase, EC 1.14.14.1). Elles pourraient donc entrer en compétition avec les stéroides
pour la fixation a certaines hydroxylases (Figure 12) et altérer ainsi le métabolisme des

hormones stéroidiennes (Kellis et Vickery, 1984).

cholestérol
desmolase L hydroxylase
21,113 et 18
prégnénolone . progestérone aldostérone
17 a-hydroxylase l l hydroxylase
21, 11B
17 a-hydroxyprégnénolone 17 a-hydroxyprogestérone > cortisol
desmolase l l
aromatase
déhydroépiandrostérone + androsténedione , estzane
$ i aromatase
5-androsténediol testostérone ) estradiol

v

Figure 12 — Synthése des hormones stéroidiennes estriol
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Les estrogenes exercent leurs effets en se fixant sur un récepteur nucléaire.
Plusieurs flavonoides, dont I'apigénine et la lutéoline, simulent les effets biologiques du
17-B-estradiol en se liant a ce récepteur (Miksicek, 1993). Cependant, ces deux
substances n'ont qu'une faible activité estrogénique et agissent donc comme des
antagonistes compétitifs des estrogénes. En effet, leur association a I'éthinyl-estradiol
provoque des manifestations estrogéniques moindres que celles observées chez les rattes
traitées a I'éthinyl-estradiol seul. Ainsi, ces substances ont des propriétés estrogéniques
administrées seules a dose contraceptive, elles ont un effet anti-estrogénique associées a
I'éthinyl-estradiol. D'autres isoflavones comme la génistéine, la diadzéine et la
formononétine ont aussi une activité estrogénique faible (Farmakalidis et al., 1985; Pathak
et al., 1993; Shukla, 1993) .

La ressemblance structurale de ces deux flavones (Figure 11) avec les estrogénes
dérivés du dihydroxystilbéne, c'est-a-dire le diéthylstilbestrol (Figure 13) et I'hexestrol, peut
expliquer leur caractére estrogénique. L'effet anti-implantatoire de I'apigénine et de la

lutéoline pourrait donc étre da a cette activité.

HyC . P _OH

b -

| |
//:QQ\\T'C%C/’L\;/J
HO//[\ L /j

\// H3C/
Figure 13 — Structure du Diéthyl stilbestrol

Des observations analogues ont été faites avec des extraits éthanoliques de Striga

densiflora, suggérant aussi la présence de flavonoides (Hiremath et al., 1996).
b - Effets anti-androgéniques (Hiremath et al., 1997a)

Un extrait éthanolique de plante entiére de S. orobanchioides administré oralement
pendant sept jours & des rats males immatures (200 mg kg™') entraine une diminution du

poids des testicules et des organes androgénes-dépendants comme ['épididyme, les

vésicules séminales et la prostate ventrale.
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Les rats traités montrent également une dégénérescence des tubes séminiféres qui
se compactent et s'atrophient. Les cellules de Leydig et leur noyau dégénerent et
deviennent incapables de synthétiser des androgénes, ce qui se traduit par une diminution
du nombre de spermatocytes et de spermatides car les androgenes sont indispensables a

la spermatogenése.

L'extrait éthanolique de S. orobanchioides testé précédemment sur des rats
femelles a montré une activité estrogénique attribuée a la présence de deux flavones,
I'apigénine et la lutéoline (Hiremath et al., 1996). Les flavonoides sont aussi connus pour
leur effet anti-androgénique sur les rats males. Ainsi, l'activité anti-androgénique de S.
orobanchioides est probablement due a l'activité estrogénique des flavones ou des

flavonoides.

c - Effets antiallergiques : stabilisation des mastocytes et inhibition de la libération
d'histamine (Harish et al., 2001)

Les extraits éthanoliques et aqueux de plante entiére de S. orobanchioides inhibent
les contractions de l'iléon de cobaye induites par I'nistamine de maniére dose-dépendante
(2,5 a 25 ug mL™"). Chez les rats traités avec un sérum équin antigénique, I'administration
de l'extrait éthanolique (et dans une moindre mesure de l'extrait aqueux) inhibe la

dégranulation mastocytaire de maniére dose-dépendante.

Ces deux extraits permettraient donc de prévenir la réaction allergique de type |
(hypersensibilité). Les plantes contenant des flavonoides, dont I'apigénine et la lutéoline,
inhibent la libération d'histamine par les polynucléaires basophiles. Ces substances ont
donc un effet antiallergique in vivo (Havsteen, 1983; Pathak et al., 1991; Cheong et al.,
1998). Plusieurs études tentent de prouver que les effets décrits sont bien dus a la

présence de flavonoides.
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d - Effets antioxydants (Badami et al., 2003)

Les plantes contenant des flavonoides ont des propriétés antioxydantes car ces
substances sont capables de piéger les radicaux libres. L'administration de I'extrait
éthanolique de S. orobanchioides & des rats (100 mg kg™') entraine une augmentation de
I'activité de la catalase (EC 1.11.1.6, réduction du peroxyde d'hydrogéne en eau) et de la
quantité d'acide ascorbique (antioxydant) dans le foie et les reins, ainsi qu'une
augmentation de l'activité de la superoxyde dismutase (EC 1.15.1.1, réduction des
radicaux superoxydes en peroxyde d'hydrogene), dans le foie. Bien que le mécanisme
d'action soit inconnu, ces résultats suggérent une forte activité antioxydante de I'extrait
éthanolique de S. orobanchioides, probablement due a la présence de ces deux

flavonoides.

3 - Effets antibactériens, antifongiques et trypanocides de Striga

Des extraits alcooliques de plante entiére de Striga hermonthica montrent, in vitro,
une activité antibactérienne envers Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella sp. et Streptococcus sp.. Par contre, Corynebacterium diphteriae, Klebsiella
sp., Lactobacillus sp., Mucor sp., Neisseria sp., Staphylococcus aureus et Streptobacillus
sp. ne sont pas sensibles. L'extrait montre également une activité antifongique envers
Aspergillus niger, mais il est inactif sur Psoriasis vulgaria (Hussain et Deeni, 1991).

Des extraits éthanoliques de Striga sulphurea montrent aussi une activité
antimicrobienne in vitro sur E. coli, P. aeruginosa et A. niger, ainsi que sur S. aureus
(Hiremath et al., 1997b).

Un extrait méthanolique de feuilles de Striga sp. (espéce non précisée) inhibe
fortement la mobilité de Trypanosoma brucei brucei (agent de la maladie du sommeil) in
vitro (Atawodi et al., 2003). Cependant, I'exploitation potentielle de I'effet trypanocide chez

I'hnomme nécessite des études complémentaires in vivo.
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V — Particularité métabolique : production de mannitol

Chez de nombreux végétaux autotrophes, le saccharose et I'amidon sont les
produits principaux de la photosyntheése. Certaines especes synthétisent en plus, un ou
plusieurs polyalcools. Les polyols cycliques (cyclitols), ou linéaires (alditols) comme le
mannitol, ont des fonctions physiologiques semblables a celles du saccharose, mais
constituent en plus une réserve de pouvoir réducteur et sont impliqués dans la résistance

aux stress abiotiques (salinité, sécheresse).

A — RO0les physiologiques du mannitol chez S. hermonthica

1 - Réserve de pouvoir réducteur

Grace a leur capacité réductrice par oxydation réversible de cofacteurs
nucléotidiques, les polyols générent et portent du pouvoir réducteur (Loescher et Everard,
1996). Les parasites producteurs de mannitol métabolisent lentement ce sucre, qui
constitue donc une réserve a long terme de pouvoir réducteur (Harloff et Wegmann, 1993;
Simier et al., 1998).

2 - Forme de transport a longue distance

Chez les plantes autotrophes, le mannitol est transporté des feuilles aux organes
puits par le phloéme (Noiraud et al., 2001). Quelques travaux suggérent I'existence d'un

tel transport chez les plantes parasites (Hodgson, 1973 ; Fer et al., 1994 ; Press, 1989).

3 - Agent osmorégulateur et compatible

La fonction primordiale du mannitol en tant qu'osmoticum majeur chez S.
hermonthica est évoquée en |I.B.5.a. Certains auteurs prétent également au mannitol un
réle de soluté compatible dans les cellules foliaires du parasite : son accumulation dans le
cytosol assurerait un équilibre osmotique avec le compartiment vacuolaire trés riche en

ions potassium et magnésium (Nour et
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al., 1984 ; Wegmann, 1986). Néanmoins, I'accumulation cytosolique du mannitol

reste a démontrer.

4 - Agent thermoprotecteur

In vitro, le mannitol améliore la stabilité a la chaleur de certaines enzymes extraites
de S. hermonthica (Stewart et al., 1984). Cet effet interviendrait in vivo lors de la

croissance souterraine du parasite, le sol pouvant atteindre de fortes températures.

B — Origine du mannitol chez S. hermonthica

Pendant la phase de développement souterrain, le mannitol est produit a partir
d'hexoses phosphates issus de I'hydrolyse du saccharose prélevé chez I'hote (Figure 14).
Aprés émergence, la production de mannitol est principalement localisée dans les feuilles
et s'effectue a partir des trioses phosphates produits par photosynthése. Le mannitol est

ainsi le principal produit photosynthétique (Pageau et al., 1998).

Croissance souterraine Aprés émergence
Saccharose Trioses phosphates
(prélevé chez I'hbte) (chloroplastes du parasite)
Hexoses
\—> Fructose 6-phosphate
i Activité Mannose 6-phosphate isomérase

Mannose 6-phosphate

NADPH —»1 Activité Mannose 6-phosphate réductase

Mannitol 1-phosphate
Pi 4% Activité Mannitol 1-phosphate phosphatase

Mannitol

Figure 14 — Voie de production de mannitol chez S. hermonthica
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C - La M6PR chez les plantes autotrophes et parasites

1 — RO6le dans la biosynthése du mannitol (Figure 14)

Chez le céleri (plante autotrophe) et I'Orobanche rameuse (holoparasite), la
conversion du mannose 6-phosphate (M6P) en mannitol 1-phosphate (M1P) est catalysée
par la mannose 6-phosphate-réductase NADPH dépendante (M6PR, EC 1.1.1.224,
Rumpho et al.,1983 ; Loescher et al., 1992 ; Robert et al., 1999a, Delavault et al., 2002).
Une protéine a activitt M6PR a été détectée et partiellement caractérisée chez S.
hermonthica (Robert, 1997; Robert et al., 1999a). La M6PR, absente des principales
plantes infestées, serait donc une cible intéressante pour lutter contre les plantes
parasites productrices de mannitol. Des inhibiteurs spécifiques de la M6PR d'Orobanche

ont été récemment identifiés (Robert et al., 1999b; Rousset, 2003).

2 — Localisation - Caractéristigues physicochimiques

Des études immuno-histochimiques chez le céleri ont permis de localiser la M6PR
dans le cytosol des cellules foliaires chlorophylliennes (Everard et al., 1993 et 1994). La
protéine a été purifiee a homogénéité chez cette espéce et présente des caractéristiques
physico-chimiques similaires a celles déterminées pour I'enzyme semi-purifiée d'O.
ramosa et de S. hermonthica, a l'exception d'une affinité moindre pour le M6P et le
NADPH (Tableau 3, Loescher et al., 1992 ; Everard et al., 1997 ; Robert et al., 1999a).
Bien que non purifiée a 100%, la protéine a activité M6PR a été clairement détectée sur
gel natif chez ces deux parasites (Robert et al., 1999a). Par ailleurs, le géne M6PR,
caractérisé chez I'Orobanche rameuse (Delavault et al., 2002), présente une forte
homologie avec celui du céleri (Everard et al., 1997). Le poids moléculaire (PM) de la
protéine déduite chez O. ramosa (35 kDa) est proche du PM de la protéine a activité
M6PR détectée sur gel (38-39 kDa).
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Tableau 3 - Caractéristiques physico-chimiques de la M6PR

Céleri O. rameuse S. hermonthica
fraction purifiée fraction semi-purifiée  fraction semi-purifiée
Poids r’n_olecglawe (l,<Da) 35 38-39 39
(protéine dénaturée)

pH optimal 7.5 7.0 7.0
T°C optimale 35 45 35

Km wmep (MM) 158+ 3 8.6+1.2 59+0.3

Km nappH (M) 169 + 50 69.8 +14.9 10.2+1.0

3 — Informations sur la réqulation de l'activité M6PR

Chez le céleri, I'expression du géne M6PR est trés faible dans les racines, les
pétioles, les jeunes feuilles et les fleurs. Par contre, une surexpression du géne
accompagnée d'une augmentation de I'activité M6PR est observée au cours du
développement foliaire (Everard et al., 1997). Chez cette espéce, I'activité M6PR est donc
étroitement liée a la capacité photosynthétique des feuilles et joue ainsi un réle majeur
dans l'assimilation du carbone photosynthétique. Chez le parasite non photosynthétique
O. ramosa, tous les organes, quel que soit leur stade de développement, présentent une
activitt M6PR relativement élevée. Un niveau d'expression constant est observé en

paralléle dans ces organes pour le gene M6PR (Delavault et al., 2002).

Chez les plantes typiquement productrices de saccharose et d'amidon, la répartition
du carbone entre ces deux glucides est finement contrdlée par le biais d'une régulation
post-traductionnelle de deux enzymes majeures : la saccharose phosphate synthase
(SPS, EC 2.4.1.14) impliquée dans la synthése du saccharose dans le cytosol et 'ADP
glucose pyrophosphorylase (EC 2.7.7.27) impliquée dans la synthése de 'amidon dans les
chloroplastes. La SPS est activée par déphosphorylation avec une SPS phosphatase (EC

3.1.3.24), elle-méme activée par la lumiere (Huber et Huber, 1992 et 1996) et
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inhibée par le phosphate inorganique (Pi) cytosolique. En revanche, I'ADP glucose
pyrophosphorylase est activée par les trioses phosphates (TP) issus du cycle de Calvin et
inhibée par le Pi chloroplastique. Les échanges TP « Pi entre le chloroplaste et le
cytosol (navette) modulent la quantité de Pi et de TP disponible dans ces deux
compartiments et favorisent ainsi la synthése du saccharose ou de I'amidon (Figure 15,

voies métaboliques en noir).

Saccharose

Saccharose phosphate

%4_ SPS Phosphatase

Fructose 6—phosphate i +

TP Pi A

Glucose 6-phosphate

Glucose 6-phosphate

Pi l

Glucose 1-phosphate

CO; —»\ Calvin l
RUbISCO v ADPGlucose
upIs
ADPGIlucose H
pyrophosphorylase Amidon

chloroplaste

cytosol

Figure 15 — Régulation de la répartition du carbone chez les plantes productrices de saccharose

et d'amidon (La voie métabolique en gris est spécifique des plantes productrices de mannitol)
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Chez le céleri, une plante productrice de saccharose et de mannitol, la répartition
du carbone photosynthétique entre ces deux glucides est équitable (Everard et al., 1994).
A l'image des plantes productrices de saccharose et d'amidon, il est peu probable que la
production de mannitol soit contrélée uniqguement au niveau transcriptionnel chez cette
espéce (Everard et al., 1997). Everard et al. (1994) ont montré que l'activitt M6PR des
feuilles du céleri augmentait sensiblement en réponse a un stress salin sans qu'il y ait
surexpression du gene. Ces travaux suggérent une régulation post-traductionnelle de la

M6PR, dont les mécanismes demeurent inconnus a ce jour.
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MATERIEL ET METHODES




| - Matériel végétal

S. hermonthica (Del.) Benth a été récolté au Soudan (1995) dans des champs de
sorgho infestés. Au laboratoire, le parasite est cultivé sur une variété sensible de sorgho
(Sorghum bicolor L., var. SH4 Arval, Poaceae).

Pour le préconditionnement, les graines, mises directement en pot de culture (1
dm®) dans un mélange de terre et sable 50/50 (v/v), sont maintenues pendant une
semaine a l'obscurité, a I'humidité et a 25°C. Aprés cette phase, I'hote est semé a raison
d'un caryopse par pot, puis cultivé a 20-25°C (jour-nuit) sous 13 heures de photopériode
(300 pmoles m? s Photosynthetically Active Radiation, PAR). Les cultures sont arrosées
trois fois par semaine. Les feuilles du parasite sont prélevées au minimum quatre

semaines aprés émergence.

Egalement récoltées au Soudan en 1995, les graines d'O. ramosa
(Orobanchaceae) proviennent de champs de tomates. Au laboratoire, I'Orobanche
rameuse est cultivée sur une variété sensible de tomate (Lycopersicon esculentum Mil.,
var. Strain B, Solanaceae) dans les mémes conditions que S. hermonthica. Les hampes

florales sont récoltées trois semaines aprés émergence.

Des analyses ont été également réalisées sur des feuilles adultes de céleri branche
acheté dans le commerce et d'Arabidopsis thaliana (écotype Columbia, Brassicaceae),
cultivé en enceinte phytotronique (22°C, humidité relative 70%, photopériode de 16 heures

sous 75 pmoles m? s PAR, un arrosage par semaine).
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Il - Extraction des acides nucléiques

A - Extraction des ADN totaux

Les ADN totaux sont extraits a partir de 300 mg de matiére fraiche (MF) congelés

dans I'azote liquide suivant le protocole du kit DNeasy Plant Mini Kit ™ (Qiagen).

B - Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux sont extraits dans 3 mL de trizol (phénol et isothiocyanate de
guanidine) a partir de 300 mg MF préalablement congelés et broyés dans l'azote liquide.
Aprés incubation 5 minutes a température ambiante et centrifugation (12000 x g, 4°C
pendant 15 minutes), 0.6 mL de chloroforme est ajouté au surnageant. Aprés incubation (3
minutes) et centrifugation, la phase supérieure incolore (aqueuse) contenant les ARN
totaux est délicatement prélevée.

Les ARN totaux sont précipités par addition de 1.5 mL d'isopropanol. Aprés
incubation 10 minutes a température ambiante puis centrifugation, le culot est lavé avec 3
mL d'éthanol 75% (v/v) refroidi a -20°C. Aprés centrifugation (7500 x g, 4°C pendant 5
minutes), le surnageant est éliminé et le culot séché a température ambiante. Les ARN
totaux sont solubilisés dans 250 uL d'eau distillée stérile. Toute trace d'ADN est éliminée
par un traitement a la DNAse |.

L'efficacité de l'extraction et de la purification des ARN totaux est évaluée par
électrophorése sur gel d'agarose 1% et dosage spectrophotométrique (Azso, rendement de
13 ug g~ MF).

C - Synthése des ADNCc et amplification de I'ADNc d'intérét

1 - Synthése des ADNc

Les ADNc sont synthétisés a partir de 4 ug d'ARN totaux selon les instructions du
kit GeneRacer Kit ™ (Invitrogen), avec l'amorce GeneRacer™ Oligo-dT et I'enzyme
Superscript™ Il RT.
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2 - Amplification de I'ADNc d'intérét

a-PCR

Plusieurs amorces M6PR dites "universelles" sont définies par alignement des
séquences d'ADNc d'Orobanche rameuse et de céleri, et dORF (Open reading frame) d'A.
thaliana, de blé et de riz. Une PCR avec les différents jeux d'amorces est réalisée sur les
ADNCc totaux de S. hermonthica.

Les amorces sens utilisées sont :
M6PR1 (5' — CTBAACARYGGCTTYAARATGCC -3') Tm 60.2°C
M6PR2 (5' — GTCTKGTNAAGAGRGAGGATCT -3') Tm 55.6°C
M6PR3 (5' - GARACHACWTGGCAYGMNATGGA - 3') Tm 59.4°C

Les amorces anti-sens utilisées sont :

M6PR4 (5' - GGRTGTGTYTCRATYTGATTCAC -3') Tm 58.9°C

M6PR5 (5' — AGATNCCATRYTTCTGRCAGAA -3') Tm59.2°C

M6PR6 (5' — GTGTTNCKCTGVABNCCCCA - 3') Tm 59.0°C
(NB:B=G+T+C;D=G+A+T;H=A+T+C;K=G+T;M=A+C;N=A+C+G+T;R=A+G;
S=G+C;V=G+A+C;W=A+T;Y=C+T)

Toutes les combinaisons d'amorces sont testées par PCR dans les conditions suivantes :

Tampon 10X (Promega) 10% (v/v) 95°C 3 min
dNTP (Euromedex) 10 nmoles
Taq polymérase (Promega) 250 mU 95°C 30sec
35 cycles
Amorce sens 20 pmoles 54°C  45sec
Amorce anti-sens 20 pmoles 72°C 2 min
ADNCc (dilution 1/3) 1L
H>0 gsp 50 uL 72°C 7 min

b - Clonage, criblage et extraction du plasmide

La séquence amplifiée par PCR avec le jeu d'amorces M6PR2-M6PR6 est insérée
dans un vecteur plasmidique (plasmide pCR® 2.1-TOPO®) suivant le protocole du kit
TOPO TA Cloning kit™ (Invitrogen), lui-méme transfecté dans une bactérie compétente

(E. coli Génotype TOP10). Les bactéries sont mises en culture
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a 37°C pendant une nuit sur milieu gélosé LB (Bacto-tryptone 10 g L™!, Bacto-yeast extract
5gL", NaCl10 g L™, Bacto-agar 15 g L") additionné de kanamycine (50 ug mL™") et de X-
Gal (40 pg mL™).

L'insertion du plasmide dans les colonies blanches est vérifiée par PCR avec les
amorces fournies par le kit TOPO TA Cloning kit™ (Invitrogen). Chaque colonie est

également repiquée sur milieu gélosé LB — kanamycine.

La PCR est réalisée dans les conditions suivantes :

Tampon 10X (Promega) 10% (v/v) 95°C 10 min

BSA 2% (viv)

dNTP (Euromedex) 5 nmoles 95°C 1 min

25 cycles

Taq polymérase (Promega) 500 mU 50°C 1 min

Amorce Reverse (Invitrogen) 2 pmoles 72°C 2 min

Amorce Forward (Invitrogen) 2 pmoles

H.0 gsp 25 pL 72°C 7 min

Les colonies positives sont repiquées dans un milieu liquide LB additionné
d'ampicilline (50 ug mL") et incubées une nuit & 37°C. Deux techniques d'extraction
plasmidique ont dU étre réalisées dans le cadre de ce travail.

Dans un premier temps, les plasmides sont extraits a partir de 3 x 10 mL de culture
liquide d'aprés le protocole du kit QIAprep Spin Miniprep™ (Qiagen). L'extrait obtenu est
appelé E1.

Une seconde extraction plasmidique est réalisée suivant le protocole du kit QlAgen
Plasmid Midi Kit™ (Qiagen) & partir de 25 mL de culture bactérienne. Le culot d’ADN
plasmidique est repris dans l'extrait E1. L'échantillon est concentré au Speed Vac. Le

plasmide est digéré par EcoRI dans les conditions suivantes :

Tampon EcoRI 10X (Biolabs) 10% (v/v)

EcoRI (Biolabs) 20U 2 heures a 37°C
ADN plasmidique 70 ng
H,0 gsp 10 pL

La présence de l'insert est vérifiée par électrophorese sur gel d'agarose 1%.
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D - PCR sur ADN génomique

Une PCR est réalisée sur I'ADN génomique d'A. thaliana, de céleri, d'Orobanche
rameuse et de S. hermonthica, avec les jeux d'amorces 2-4, 2-6, 3-4 et 3-5, dans les

conditions suivantes :

Tampon | (Mg2+ plus) 10X (TaKaRa) 10% (v/v) 95°C 3 min

dNTP (TaKaRa) 10 nmoles

LA Taq (TaKaRa) 1.25U 95°C  30sec

35 cycles

Amorce sens 10 pmoles 52°C 45sec

Amorce anti-sens 10 pmoles 72°C 2 min

ADN 30a70ng

H,0 gsp 25 uL 72°C 7 min

lIl - Extraction et purification de la M6PR

A - Extraction

Les feuilles (Striga, céleri, sorgho) et les hampes florales (Orobanche) (1g MF) sont
broyées a l'ultra-turrax a 4°C dans 0.5 g de polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) et 5 mL de
tampon d'extraction (100 mM Tris-HCI pH 7.5, 15 mM B-mercaptoéthanol) additionné de
33 uL d'un cocktail d'inhibiteurs de protéases (Sigma, P 9599). Le broyat est filtré sur
gaze, centrifugé a 12000 x g pendant 10 minutes a 4°C, puis dessalé sur colonne PD-10
(Sigma) équilibrée avec 20 mL de tampon d'extraction. Les protéines sont quantifiees
selon la technique de Bradford (1976).

B - Mesure de I'activité M6PR dans les extraits dessalés

L'activité enzymatique optimale de Striga est mesurée a 35°C par
spectrophotométrie (As4o, Robert et al., 1999a). Le milieu réactionnel (cuve essai, 1 mL)
est composé de 31 mM Tris-HCI pH 7.0, de 5 mM MgCl,, de 0.3 mM NADPH et de 50 mM
M6P (sel de potassium). La réaction est initiée par ajout de I'extrait dessalé (100 ug de

protéines). Une cuve témoin ne contenant pas de M6P est réalisée en paralléle.
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C - Purification de la M6PR

Deux techniques de purification sont testées : limmunoprécipitation et la

chromatographie d'affinité, aprés fractionnement séquentiel des protéines.

1 - Fractionnement des protéines

Les extraits non dessalés de S. hermonthica, de sorgho et de céleri sont saturés
dans un premier temps & 50% par ajout de sulfate d'ammonium (291 g L") et incubés a
4°C sous agitation lente pendant 1 heure. Le culot, récupéré aprés centrifugation a 12000
X g, pendant 20 min a 4°C, est éliminé. Le surnageant est ensuite saturé a 70% par ajout
de sulfate d'ammonium (125 g L) et incubé & 4°C sous agitation lente pendant 1 heure.
Le culot est repris dans 2.5 mL de tampon d'extraction puis dessalé sur colonne PD-10.

Les extraits d'O. ramosa contiennent nettement moins de protéines. La M6PR est

donc récupérée dans la fraction globale 0-70% de saturation.

2 - Immunoprécipitation

Les immunoprécipitations sont réalisées suivant le protocole du kit Protein G
Immunoprecipitation Kit® (Sigma). Un milligramme de protéines (fractions 50-70% ou 0-
70%) est incubé avec 5 pg d'anticorps anti-M6PR recombinante (IgG lapin anti-M6PR).

Les fractions immunoprécipitées sont analysées en SDS PAGE.

* Ces anticorps ont été obtenus par immunisation de lapins avec une M6PR recombinante produite par

expression hétérologue du gene M6PR d'O. ramosa (Bioatlantic, 2000).

3 - Chromatographie d'affinité

Le gel d'affinité Reactive Yellow 86 - agarose (Sigma, R 8504) est couramment
utilisé pour la purification d'oxydoréductases NAD(P)H dépendantes. Il a ainsi permis la
purification a homogénéité de la M6PR du céleri (Everard et al., 1994). Le gel (10 mL, 10 x
1cm) est équilibré avec 30 mL de tampon d'affinité (20 mM MES-KOH pH 6.5, 2 mM
MgCl, et 1 mM DTT). Dix milligrammes de protéines (fraction 50-70% ou 0-70%) sont
déposés sur la colonne. Les protéines non affines sont éliminées avec 40 mL de tampon

d'affinité. La M6PR est ensuite éluée avec 10
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mL de tampon additionné de NADPH 0.1 mM. L'éluat est dessalé sur colonne PD-10
equilibrée avec de l'eau distillée, puis lyophilisé et repris dans un volume minimal de
tampon de Laemmli (62.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% (p/v) SDS, 10% (v/v) glycérol, 5% (v/v)
B-mercaptoéthanol et 0.002% (p/v) bleu de bromophénol).

IV — SDS PAGE, immunoblot et microséquencgage

A — SDS PAGE

Les différents extraits protéiques sont analysés par électrophorése
monodimensionnelle (1D) (Protean [I™, Bio-Rad) sur gel d'acrylamide 12% en condition

dénaturante (Laemmli, 1970).

Gel de concentration 4% Gel de séparation 12%
Eau distillée 9.8 mL 10 mL
Tris-HCI pH 6.8 (gel 4%), pH 8.8 (gel 12%) 4 mL 8 mL
Acrylamide, Bisacrylamide 30% (29:1) 22mL 12 mL
Dégazage 10 min sous vide
SDS 10% 160 pL 320 pL
APS 10% 80 pL 160 L
Temed 20 yL 20 yL

Les protéines dissoutes dans le tampon de Laemmli (40 pg pour les fractions 50-
70% et 0-70%*) sont dénaturées a 95°C pendant 5 minutes. L'électrophorése est
maintenue 2 heures a 120V dans du tampon de migration (25 mM Tris-HCI pH 8.3, 192
mM glycine, 0.1% (p/v) SDS).

* Les protéines ne sont pas quantifiables dans les fractions obtenues aprés immunoprécipitation ou

chromatographie d'affinité.

Les protéines sont rapidement colorées dans une solution de bleu de Coomassie
R250 (0.25% (p/v) Coomassie Brilliant Blue, 90% (v/v) méthanol, 10% eau distillée)
pendant 2 heures sous agitation. Les gels sont lavés dans une solution de décoloration

(60% eau distillée, 30% (v/v) méthanol, 10% (v/v) acide acétique, 12 heures).
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B - Immunoblot

Les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose (Hybond-ECL™

Nitrocellulose membrane, Amersham ; Mini Trans Blot Transfer Cell, Biorad) pendant 1
heure a 200 mA dans un tampon de transfert (25 mM Tris-HCI pH 8.3, 192 mM glycine,
0.1% (p/v) SDS, 20% (v/v) méthanol).

Aprés blocage dans le tampon 50 mM Tris-HCI pH 7.5 contenant 150 mM NacCl,
0.1% Tween 20 (v/v) et 5% (p/v) de lait écrémé (1 heure ou overnight), la membrane est
incubée 3 heures a 30°C dans 25 mL de tampon TBST (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM
NaCl, 0.1% (v/v) Tween 20 et 1% (p/v) lait écrémé) contenant les anticorps anti-M6PR
(IgG lapins cf. 1ll.C.2) en proportion 1/2500 (v/v).

Apres ringage 3 fois 10 minutes dans du TBST, la membrane est incubée 1 heure a
30°C dans 25 mL de tampon TBST contenant les anticorps secondaires (Peroxidase-
conjugated AffiniPure F(ab'), Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L), Jackson Immuno-
Research Laboratories, Inc) en proportion 1/12500 (v/v). La membrane est ensuite rincée
2 fois 5 minutes dans du TBST puis 5 minutes dans du TBS (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150
mM NaCl). La M6PR est détectée par chimioluminescence suivant le protocole du kit ECL

Plus™ Western Blotting (Amersham) avec des films X-Omat AR™ (Kodak).

C - Microséquencage du spot d'intérét chez S. hermonthica

1 - Coloration des protéines au Bleu de Coomassie colloidal, prélevement et traitement du

spot d'intérét

Cette technique de coloration des gels SDS PAGE est utilisée en vue d'un
séquencage protéique (Neuhoff et al., 1988). Apres électrophorése de la fraction purifiée
de Striga (cf. IV.A), les protéines sont fixées pendant 2 fois 1 heure dans un mélange 50%
(v/v) éthanol - 2% (v/v) acide phosphorique, puis le gel est lavé 1 heure dans un bain
d'acide phosphorique 2% (v/v). Les protéines sont sensibilisées a la coloration par une

incubation de 20 minutes dans un mélange 17% (v/v) éthanol -
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15% (p/v) sulfate d'ammonium - 2% (v/v) acide phosphorique, puis colorées pendant 1 a 3
jours dans ce méme mélange additionné de Bleu de Coomassie G250 a 0.1% (p/v). Le gel
est rincé 2 fois 10 minutes dans de I'eau distillée, 10 minutes dans un bain d'éthanol a

20% (v/v) puis stocké dans de I'eau distillée.

Apres coloration, la bande de 39 kDa, présentant une activité M6PR in situ (Robert
et al.,, 1999a), est prélevée puis traitée au DTT et a l'iodoacétamide pour réduire et alkyler
respectivement les résidus cystéines (Mann et al., 2001). Cette étape permet de
supprimer et d'éviter la reformation de ponts disulfures qui génent la protéolyse

enzymatique.

2 - |dentification des protéines par LC-MS/MS (Prestation INRA de Nantes)

a - Analyse

Les protéines sont digérées par la trypsine porcine (30 pL & 15 ng uL™”, dans
NH4HCO3; 25 mM) qui clive aprés les résidus lysine et arginine, sauf s’ils sont suivis d'un
résidu proline. Les fragments de protéolyse sont séparés par chromatographie liquide en
phase inverse (Cqs, diameétre interne 75 um, nano-débit de 200 nL min™, équipement
Ultimate, LC Packings / Dionex), puis analysés individuellement par spectrométrie de
masse (Q-TOF Global, WATERS). Les plus abondants sont sélectionnés dans une cellule
de collision pour étre fragmentés : la mesure de masse des fragments permet alors de

déterminer des éléments de la séquence en acides aminés du peptide.
b - Identification des peptides
Les informations de masse et de séquence partielle obtenues sur 'ensemble des

peptides élués sont soumises a une interrogation dans une banque de séquences
protéiques (Swiss-Prot/TrEMBL).
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V - Analyse de Il'activité Cinnamyl alcool déshydrogénase (CAD)

A - Extraction et mesure de I'activité CAD

L'activité CAD est extraite des feuilles de Striga dans le tampon d'extraction de la
M6PR (cf. lllLA., ratio 1/5 p/v) et mesurée par spectrophotométrie (Asz4) dans les fractions
brute, 50-70% de saturation et semi-purifiée par chromatographie d'affinité sur gel
d'agarose-RY86, selon un protocole adapté a partir de ceux décrits par Hawkins et Boudet
(1994) et Mitchell et al. (1994). Le milieu réactionnel (1 mL) est composé de 100 mM Tris-
HCI pH 9.0, 2 mM NADP*, 0.5 a 7.5 mM d'alcool coniférylique (coniféryl alcool) et 2 & 100

Mg de protéines.

B - Molécules inhibitrices de la CAD et de la M6PR

Des expériences de compétition de substrats entre la CAD et la protéine a activité
M6PR sont menées a partir des extraits bruts en mesurant d'une part I'activité CAD en
présence de M6P 1 a 30 mM, et d'autre part l'activitéc M6PR en présence d'alcool
coniférylique 0.25 a 5 mM. L'influence du diphényl phosphate (DPP) 1 a 15 mM, un
inhibiteur spécifique de la M6PR d'Orobanche ramosa et de Striga hermonthica (Rousset,

2003), est également déterminée sur l'activité CAD.
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RESULTATS




| - Recherche de la séquence M6PR chez S. hermonthica

A - Approche moléculaire

Récemment encore, seules deux séquences d'ADNc M6PR étaient référencées,
celles du céleri et de I'Orobanche rameuse. Les séquences génomiques sont de nos jours
encore inconnues chez ces deux espéces. Ces séquences d'ADNc présentent une forte
homologie (Delavault et al., 2002) et ont permis de générer des jeux d'amorces adaptés a
I'amplification d'un ADNc M6PR chez ces deux plantes. Néanmoins, I'exploitation de ces
amorces fut vaine a partir de I'ADNc de S. hermonthica (Devouge, 2003). Des séquences
d’ORF M6PR d'A. thaliana, de blé et de riz ont été récemment référencées et ont permis
de générer de nouveaux jeux d'amorces potentiellement utilisables pour amplifier le géne

M6PR chez ces différentes espéces.

Dans un premier temps, I'amplification est réalisée par PCR sur 'ADN génomique
d'A. thaliana, du céleri, de I'Orobanche rameuse et de Striga. Les quatre combinaisons
d'amorces testées (2-4, 2-6, 3-4 et 3-5) permettent une amplification chez les trois
premieres espéces mais aucune n'est efficace sur 'ADN de Striga. La Figure 4 présente
les amplifications obtenues avec les jeux d'amorces 2-4 et 2-6. Ces résultats sont validés
par le fait que les séquences amplifiées chez A. thaliana (deux genes M6PR putatifs) sont
de taille attendue (amorces 2-4 : fragments de 670-690 pb ; amorces 2-6 : fragments de
960-980 pb). Les séquences amplifiees chez le céleri et I'Orobanche sont de taille

identique mais se révélent de taille supérieure a celles d'Arabidopsis.

A.t A.g O.r S.h

|_
=12121212

2000 =

1000 ==
600 ==

Figure 16 — Amplification par PCR des génes M6PR
sur I'ADN d'Arabidopsis thaliana (A. t), Apium
graveolens (A. g), O. ramosa (O. r) et S.
hermonthica (S. h) a l'aide des amorces 2-4 (1) et 2-

6 (2). MT, marqueur de taille (pb).
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Bien que peu probable, I'hnypothése de séquences introniques importantes chez
Striga peut étre émise pour expliquer l'absence d'amplification chez cette espéce. Pour
valider ou non cette hypothése, les mémes jeux d'amorces sont testés sur 'ADNc de
Striga. Seul le jeu d'amorces 2-6 aboutit a une amplification : un produit de 580 pb, taille
attendue sur I'ADNc d'A. thaliana, est ainsi amplifié¢, puis cloné. Une croissance
bactérienne limitée ainsi qu'un rendement d'extraction plasmidique trés faible ont
compliqué le séquengage de ce fragment d'ADNc. Ce dernier présente une forte
homologie (86%) avec un fragment de 'ADNc d'une protéase a cystéine d'A. thaliana (n°
d'accession BT000676), et non pour une séquence M6PR.

En dernier lieu, une 3' RACE est réalisée sur I'ADNc de Striga avec un oligodT et
trois amorces différentes (M6PR1, M6PR2, M6PR3) afin d'augmenter les chances

d'amplification. Aucune amplification n'est obtenue.
B - Approche biochimique

L'objectif est d'isoler la protéine a activité M6PR de Striga et de la séquencer

partiellement.

1 - Analyse SDS PAGE, immunoblot et révélation ECL

Par une technique décrite par Loescher et al. (1994) et Robert et al. (1999a),
I'activitt M6PR des feuilles de Striga et du céleri pris en référence (témoin positif), est
préalablement confinée dans la fraction 50-70% de saturation en sulfate d'ammonium.
Celle de I'Orobanche rameuse est concentrée dans la fraction 0-70%. La fraction 50-70%
des feuilles du sorgho ne présente pas d'activité M6PR, elle est également prise en

référence dans cette étude (témoin négatif).

MT A B C D Figure 17 — Analyses SDS PAGE des fractions semi-purifiées.
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—» 35 .
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15 . = u Immunoblot
- (anticorps anti-M6PR recombinante) et détection ECL
— s -

Coloration au bleu de Coomassie

MT - Marqueurs de taille (Full Range Rainbow™ 150 ug mL”,
Amersham) ; A - fraction 50-70% de céleri (40 pg) ; B - fraction 50-
70% de sorgho (40 ug) ; C - fraction 0-70% d'Orobanche rameuse
(40 ug) ; D - fraction 50-70% de Striga (40 ug)

il
3
.
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D'aprés Loescher et al. (1994) et Robert et al. (1999a), la M6PR du céleri et de
I'Orobanche rameuse a un poids moléculaire de 35-39 kDa (cf. fleche sur Figure 17). Une
activitt M6PR a été également associée a une protéine de PM similaire chez S.
hermonthica (Robert et al., 1999a). Un immunoblot avec les anticorps anti-M6PR
recombinante montre que ces derniers reconnaissent la M6PR du céleri ainsi que celle de
I'Orobanche rameuse (Figure 17). La quantité de M6PR dans la fraction protéique du
céleri est néanmoins nettement supérieure. Les anticorps ne reconnaissent aucune
protéine dans les extraits de sorgho, ce qui confirme I'absence de la M6PR chez cette
espéce non productrice de mannitol. Aucune fixation n'est également visible dans les
extraits protéiques de Striga, et ce méme en augmentant le taux d'anticorps primaires a

1/100 ou la quantité de protéines déposées a 80 pg (résultats non présentés).

Au méme titre que les travaux moléculaires présentés préalablement, ces résultats
suggerent l'existence d'une protéine a activitt M6PR chez le parasite Striga qui se
différencie nettement de la M6PR d'autres plantes productrices de mannitol, telles que le
céleri et I'Orobanche rameuse. Les anticorps anti-M6PR produits au laboratoire
reconnaissent la M6PR de ces espéces, mais s'averent indifférents a la protéine de Striga.
Ces résultats expliquent par ailleurs les résultats négatifs obtenus antérieurement (en
début de stage) dans I'exploitation de ces anticorps pour des tests d'immunoprécipitation.
Ces immunoprécipitations avaient été réalisées a partir des fractions semi-purifiées
d'Orobanche et de Striga (Figure 18).

MT A B C

105

75 Figure 18 — Analyse SDS PAGE des
fractions immunoprécipitées. MT -
marqueurs de taille ; A - extrait
0-70% d'O. ramosa ; B - M6PR purifiée
d'O. ramosa (Robert et al., 1999a) ; C -

33 Extrait immunoprécipité a partir de la
fraction 50-70% de Striga.

30

25

Une bande de PM proche de celui de la M6PR (puits A et B) est visible dans la
fraction immunoprécipitée d'Orobanche. Ce résultat atteste de l'efficacité de ces anticorps

pour l'immunoprécipitation de la M6PR d'Orobanche. Les bandes
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observées a des PM voisins de 50 kDa correspondent aux chaines lourdes des anticorps
libérés des billes d'agarose par le traitement au mercaptoéthanol ou au DTT. Seules ces
chaines lourdes d'anticorps sont observées dans la fraction immunoprécipitée de Striga
(puits C), aucune bande au voisinage de 35 kDa n'est par ailleurs visible aprés coloration

au bleu de Coomassie.

Un immunoblot avec les anticorps de lapin anti-M6PR recombinante, suivi d'une

révélation par ECL, a été réalisé (Kit ECL plus, Amersham Biosciences, Figure19).

19G B C

W)

Figure 19 — Immunoblot et révélation ECL

—_— des fractions immunoprécipitées.

1gG - Anticorps anti-M6PR recombinante (1pg)

— 35 . - T o3 B - Extrait immunoprécipité de la fraction 50-
70% de sorgho ; C - Extrait
immunoprécipité de la fraction 0-70%
d'0. ramosa ; D - Extrait immunoprécipité
de la fraction 50-70% de Striga.

a0 — — —

Dans tous les extraits testés (puits B, C, D), y compris dans celui du sorgho, deux
bandes proches de 50 kDa sont visibles ainsi qu'une bande trés réactive de I'ordre de 35
kDa. Comme le montre le puits A, ces bandes correspondent respectivement aux chaines
lourdes et légéres des IgGs de lapin anti-MPR greffés au billes d'agarose pour
l'immunoprécipitation. Ces chaines sont libérées des billes d'agarose au cours de la
derniere étape de la procédure d'immunoprécipitation (décrochage de la M6PR par un
traitement au mercaptoéthanol ou au DTT). Les chaines légéres ont un PM voisin de celui
de la M6PR et leur forte réactivité vis-a-vis des anticorps secondaires utilisés pour la
révélation ECL (Peroxidase-conjugated AffiniPure F(ab'), Fragment Goat Anti-Rabbit IgG
(H+L)) se superpose a celle de la M6PR dans les extraits d'Orobanche. Cette "réactivité
parasite" s'oppose ainsi a la visualisation de toute protéine au voisinage de 35 kDa ; elle
aurait pu étre évitée a l'aide d'anticorps secondaires spécifiquement ciblés sur les chaines
lourdes des IgGs de lapin. Au vu du résultat des autres travaux menés en paralléle (Figure
17) qui souligne l'originalité de la protéine de Striga, l'idée de purifier cette protéine par

immunoprécipitation avec des anticorps anti-M6PR a été logiqguement abandonnée.
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2 - Purification partielle de la protéine d'intérét et microséquencage

Aprés obtention de la fraction 50-70% de saturation en sulfate d'ammonium et
chromatographie d'affinité sur agarose-RY86 d'aprés la méthode décrite par Robert et al.
(1999a), la fraction protéique ainsi enrichie en protéine d'intérét est visualisée en SDS
PAGE (Figure 20). Un doublet au voisinage de 35 kDa est observé, I'activité M6PR a été
par ailleurs localisée par Robert et al. (1999a) au niveau de la bande de plus haut poids

moléculaire (cf. fleche sur Figure 20).

MT S.h.
160
105 Figure 20 — SDS PAGE de la fraction enrichie de la protéine d'intérét de Striga
Fi
50 MT — Marqueur de taille ; S.h. — S. hermonthica

T -

. NB : Un immunoblot confirme une fois de plus la non reconnaissance de la protéine
30 —
25 d'intérét par les anticorps anti-M6PR recombinante (résultat non présenté).

R

La bande de plus haut PM de ce doublet est prélevée en vue d'une digestion
trypsique et d'un microséquengage par spectrométrie de masse (LC-MS/MS) des peptides
majeurs libérés. Trente cing peptides sont ainsi analysés dont vingt quatre correspondent
a des séquences protéiques connues ou putatives (Tableau 4). Néanmoins, aucun des
peptides analysés ne correspond a une séquence de la M6PR de céleri ou d'Orobanche
rameuse. Au moins quatre protéines composent la bande prélevée sur le gel 1D : une
cinnamyl alcool déshydrogénase (10 peptides), une malate déshydrogénase (10
peptides), une glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (2 peptides) et une quinone

oxydoréductase (2 peptides).
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Tableau 4 - Propriétés des peptides analysés par LC-MS/MS

CAD : cinnamyl alcool déshydrogénase ; MDH : malate déshydrogénase ; G3P DH : Glycéraldéhyde 3-P

déshydrogénase ; Qox : quinone oxydoréductase ; ... : incertitude sur I'acide aminé.
Séquence M/z PM Protéine identifiée
(R) DSSGVLSPFNFSR (R) méthyl D(1) 713.836 | 1425.656 QYATW1 CAD (fraise)
(R) FVIDIGNTLK (A) 560.313 1118.61 Q9ATW1 CAD (fraise)
(K) DVALAHILAYEVPSANGR (Y) Amide C ter 947.943 1893.87 Q8S0X2 CAD (riz)
... ALAHLLAFENPSANGR 632.299 1893.874 | CAD putative (A. thaliana)
LLAFENPSANGR 644.825 1287.634 | CAD putative (A. thaliana)
... AELLDPALK 655.301 1308.586 | CAD putative (A. thaliana)
... YPELPLPTK 650.31 1298.604 | CAD putative (A. thaliana)
VVLTSSLAS ...TPR 904.964 1807.912 | CAD putative (A. thaliana)
... GLDFLPVD ... 751.378 1500.74 CAD putative (A. thaliana)
QTEHLMSLPG ... 437.902 1310.683 | CAD putative (A. thaliana)
(K) LASGEVFGPNQPIALK (L) 820.95 1639.884 048902MDH (luzerne)
(K) VAILGAAGGIGQPLSLLMK (L) oxydation M (18) 913.024 1824.032 048904 MDH (luzerne)
(R) LFGVTTLDVVR (A) 610.322 | 1218.6281 | 048904 MDH (luzerne)
(R) SSAASTAVSIVDAIR (S) 724.384 | 1446.752 P15719 MDH (mais)
(R) VLVTGAAGQIGYALVPMIAR (G) oxydation M (17) 1008.563 2015.11 Q08062 MDH (mais)
(K) MELVDAAFPLLK (G) 673.851 1345.686 Q08062 MDH (mais)
(K) MELVDAAFPLLK (G) oxydation M (1) 681.844 | 1361.672 Q08062 MDH (mais)
(K) VLVVANPANTNALILK (E) 825.427 1648.838 Q08062 MDH (mais)
(K) NVIIWGNHSSSQYPDVNHATVK (T)méthyl CDEHKNRQ (8) 827.386 | 2479.135 Q08062 MDH (mais)
(K) LDLTAEELSEEK (N) amidation C-ter 688.33 1374.644 | Q9FTO0 MDH (pois chiche)
(R) AAALNIVPTSTGAAK (A) 692.887 | 1383.758 | P09043 G3P DH (tabac)
(K) TFAEEVNAAFR (D) 627.79 1253.564 P09043 G3P DH (tabac)
(K) EGDEVYGDINDK (G) 677.27 1352.524 | Q94F67 Qox (tournesol)
... VEDLAQGLESGPR 874.42 1746.824 Qox putative
...NVLQ... 565.283 1128.55 Néant
... EMLD... 640.805 1279.594 Néant
...GLPV... 660.668 1978.981 Néant
...VYGD... 677.27 1352.524 Néant
...VTVPELQD... 680.698 2039.71 Néant
...LTLNA... 711.39 2131.147 Néant
VAHYS... 723.866 1445.716 Néant
[DL/NN] ATAFVNVL... 745.877 1489.738 Néant
VVLVGA... PAT... 747.428 2239.261 Néant
...DPNLYSP... 880.393 1758.77 Néant
...AAGATA... 926.499 1850.982 Néant

-47 -




C - Etude de l'activité Cinnamyl alcool déshydrogénase (CAD)

1 - Mesure de l'activité CAD

Notre intérét se porte sur la protéine cinnamyl alcool déshydrogénase (CAD) qui
catalyse la réduction de I'aldéhyde coniférylique en alcool coniférylique en présence de
NADPH. Cette activité est néanmoins réversible et a été quantifiée dans cette étude dans
le sens de I'oxydation de I'alcool coniférylique en présence de NADP™.

L'activité CAD est mesurée dans les différentes fractions récoltées au cours de la
purification de la M6PR : extrait brut, fraction 50-70% de saturation au sulfate d'ammonium

et fraction obtenue par chromatographie d'affinité (Figure 21).

900
800 -
700
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500
400 +

300 -
200
100 - ’_‘
0 ‘ ‘

Fraction Fraction Fraction
brute 50-70%  d'affinité

Activité spécifique CAD

Figure 21 - Activité spécifique CAD (nmol minute™ mg de
protéines'1) des fractions protéiques brute et semi-purifiées de

Striga (Résultats types)

L'activité CAD optimale est mesurée en présence d'alcool coniférylique
5 mM et de NADP" 2 mM.

Ces résultats montrent que la purification de la M6PR aboutit a un enrichissement
des extraits en activité CAD. Celle-ci est nettement supérieure a l'activité M6PR et le ratio
des activités M6PR / CAD passe ainsi de 1/20 dans I'extrait brut a 1/100 dans la fraction
d'affinité. 1l est par ailleurs fréquent d'observer une inactivation de la M6PR aprés

chromatographie d'affinité alors que I'activité CAD est conservée dans ces extraits.
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2 - Tests d'inhibition de la CAD et de la M6PR

Le pouvoir inhibiteur du diphényl phosphate (DPP), molécule inhibitrice de la M6PR
(Rousset, 2003), est testeé sur I'activité CAD. Celle-ci est diminuée de 60% en présence de
DPP 15 mM (Figure 22). L'activitt CAD est mesurée également en présence de

concentrations croissantes en M6P (1 a 30 mM). Aucun effet inhibiteur du M6P n'est
observé sur 'activité CAD.

70

60

50

40 -

30 -

% inhibition CAD

20

10

0

DPP3 mM DPP15 mM

Figure 22 - Pouvoir inhibiteur du DPP sur I'activité CAD

L'activitt CAD est mesurée a 35°C en présence d'alcool coniférylique 5 mM,
de NADP' 2 mM, et de DPP 3 ou 15 mM. Le pourcentage d'inhibition est
calculé par rapport a l'activité optimale (sans DPP).

A l'opposé, l'effet de concentrations croissantes d'alcool coniférylique (0.25 a 5
mM), est testé sur l'activité M6PR (Figure 23). L'alcool coniférylique exerce un effet
inhibiteur sur la M6PR avec une ICsg voisine de 2.5 mM (pour 25 mM de M6P).

% inhibition M6PR

0 1 2 3 4 5 6

Alcool coniférylique (mM)

Figure 23 - Pouvoir inhibiteur de I'alcool coniférylique sur
l'activité M6PR (résultats types)

L'activitt M6PR est mesurée a 35°C en présence de M6P 25 mM, de
NADPH 0.3 mM, et d'alcool coniférylique 0.25 a 5 mM. Le pourcentage
d'inhibition est calculé par rapport a l'activit¢ optimale (sans alcool
coniférylique).
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Les mesures sont réalisées a partir de feuilles adultes récoltées
a la troisieme heure de la photopériode (n=4)
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Les mesures sont réalisées a partir des feuilles les plus
développées de plants cultivés sous 2.5 mM KNO;
récoltés a la troisieme heure de la photopériode (n=3)
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Activité M6PR Teneur en protéines

12

200 + ‘B ° °
410
150 + 18
100 -+ 76
14

50 +

42
0 ] ; 1 |

Red Ox Ox + Red

Les mesures sont réalisées a partir de feuilles récoltées sur des
plants cultivés sous 50 mM KNO; ; Red : extraction avec
mercaptoéthanol ; Ox : extraction sans mercaptoéthanol ; Ox +
Red extraction sans mercaptoéthanol puis ajout de
mercaptoéthanol dans le milieu réactionnel (n=2).
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Les mesures sont réalisées a partir de feuilles récoltées
sur des plants cultivés sous 2.5 mM KNO; (n=3)
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Activité M6PR

35

30

25
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Les mesures sont réalisées a partir de feuilles adultes
récoltées a la troisieme heure de la photopériode. Le milieu
réactionnel contient 2 mM ATP et/ou 5 mM MgCl, (n=3)

Figure 24 — Détermination des facteurs de régulation de
I'activité M6PR. A — Influence de I'approvisionnement en
azote ; B — Influence de I'éclairement ; C — Influence du
stade de développement du parasite ; D — Influence du
magnésium et de [ATP ; E Influence de
I'environnement redox au cours de I'extraction.

[ Activité spécifique (nmol min™ mg prot ™)
[ Capacité enzymatique (nmol min™" g MF™)

e—e Teneur en protéines (mg g MF”)
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Il - Recherche de facteurs régulant I'activité M6PR chez S. hermonthica

L'objectif est de mettre en évidence des facteurs de régulation de I'activité M6PR
chez S. hermonthica. Pour cela, plusieurs parameétres sont testés : des parameétres
environnementaux tels que I'approvisionnement en azote et I'éclairement, et un parameétre
endogeéne, le stade de développement du parasite. L'effet du magnésium, de I'ATP et de

I'environnement redox est aussi testé sur I'enzyme extraite.

La fertilisation azotée entraine une nette augmentation du pool de protéines et de la
capacité enzymatique M6PR. L'activité spécifique M6PR reste quant a elle constante
(Figure 24-A). Des plants cultivés sous 2.5 mM de nitrate sont placés, a la troisieme heure
de photopériode, a l'obscurité pendant quatre heures. Cette exposition induit également
I'accroissement du taux de protéines et de la capacité enzymatique M6PR (Figure 24-B).

L'activité spécifique serait aussi augmentée.

L'activité MG6PR est mesurée dans les feuilles les plus développées de Striga
jeunes (sept a dix jours aprés émergence) et adultes (un mois et demi a deux mois aprés
émergence). Ces feuilles présentent un taux de protéines et une capacité enzymatique

équivalents (Figure 24-C).

La présence d'ATP et/ou de magnésium (Mg) dans le milieu réactionnel influence
notablement I'activité d'enzymes régulées par phosphorylation (Huber et Huber, 1992 et
1996 ; Kaiser et Huber, 1994). Par contre, ces composeés n'influent pas sur I'activité M6PR
de Striga (Figure 24-D). Une observation similaire a été faite dans le cadre de cette étude

pour l'activité M6PR de I'Orobanche rameuse et du céleri (résultats non figurés).

Enfin, l'influence de I'environnement redox sur I'activitt M6PR de Striga est définie
(Figure 24-E). L'omission de mercaptoéthanol dans le tampon d'extraction n'influe pas sur
le taux de protéines extraites, mais conduit a une diminution d'un facteur quatre de
l'activitt  M6PR. Cette inhibition enzymatique n'est pas réversée par I'ajout de

mercaptoéthanol dans le milieu réactionnel.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES




Contrairement a leurs hétes, de nombreuses plantes parasites synthétisent et
accumulent du mannitol. Ce processus impliquerait la M6PR, a ce jour caractérisée
seulement chez le céleri et 'Orobanche rameuse (Loescher et al., 1992 ; Everard et al.,
1993 ; Robert et al., 1999a ; Delavault et al., 2002). Dans l'optique d'isoler une séquence
M6PR chez S. hermonthica, des amorces sont élaborées a partir dORF M6PR d'A.
thaliana, de blé et de riz. L'amplification des séquences M6PR d'Arabidopsis, du céleri et
de I'Orobanche rameuse souligne I'homologie des génes M6PR chez ces espéces (Figure
16). Par contre, aucune amplification n'est possible chez S. hermonthica, que ce soit a
partir d'/ADN génomique ou bien d'’ADNc. De méme, les tests d'immunoprécipitation et
d'immunoblots (Figures 17 et 18) avec des anticorps anti-M6PR recombinante d'O.
ramosa sont négatifs uniquement chez Striga. Existe t-il donc véritablement une M6PR
chez ce parasite ? Sinon, l'activité détectée in vitro et in situ sur gel natif (Robert et al.,

1999a) est-elle attribuable a une protéine non spécifique ?

Le microséquengage de la bande a activité M6PR sur gel natif apporte un élément
de réponse (Tableau 4). Aucune séquence peptidique de type M6PR n'est effectivement
identifiée. Des fragments peptidiques analogues aux séquences de quatre autres
protéines sont détectés : la cinnamyl alcool déshydrogénase (CAD), la malate
déshydrogénase (MDH), la glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (G3P DH) et la
quinone oxydoréductase (Qox). Toutes ces enzymes sont NADPH dépendantes, leurs

propriétés sont présentées dans le Tableau 5.

Tableau 5 — Propriétés des protéines (isoformes) identifi€es par microséquencage
(Hawkins et Boudet, 1994 ; Trost et al., 1995 ; Musrati et al., 1998 ; Gao et Loescher, 2000 ; Chareonthiphakorn et al., 2002)

Enzyme Réaction catalysée Localisation Role PM d'une sous-unité
CAD cinnamoylaidehyde cytosol p?ggg;séxrgedse ~ 40 kDa
(EC 1.1.1.195) cinnamoylalcool lignines dimeres
MDH oxaloacétate chloroplaste Regen?ratlon du ~ 30-35 kDa
) NADP" dans le . . R
(EC 1.1.1.37) ¥ dimeéres ou tétrameres
malate chloroplaste
glycéraldéhyde 3-P Régénération du ~
G3P DH | cytosol NADPH dans le _=50kba
(EC 1.2.1.12) . diméres ou tétrameres
glycérate 3-P cytosol
Qox ou quinone ~ 25 kDa
DT-Diaphorase ! cytosol Détoxification dimeres
(EC 1.3.1.20) quinol
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La CAD est caractérisée chez de nombreuses Angiospermes telles que le blé
(Mitchell et al., 1994), I'eucalyptus (Hawkins et Boudet, 1994), le peuplier (Savidge, 1989),
le tabac (Halpin et al., 1992), mais aussi chez des Gymnospermes comme le pin (O'Malley
et al., 1992) et I'épicea (Luderitz et Grisebach, 1981). Elle catalyse, dans le cytosol (Samaj
et al., 1998) et de maniére réversible, la réduction des aldéhydes hydroxycinnamiques en
alcools correspondants : I'alcool coumarinique, I'alcool coniférylique et I'alcool sinapylique
(Figure 25).

H H R R?
Alcool coniférylique H OCHgs;
= NADPH = —w lignines - -
%—.—CAD Alcool sinapylique OCH; OCH;
Alcool p-coumarinique H H
H1 HE R Hz
OH OH

Figure 25 — Structure des substrats de la CAD

Ces monolignols sont les précurseurs monomériques des complexes polymériques
phénoliques des lignines, composés jouant un role de soutien et intervenant dans la

défense en réponse a une attaque pathogéne.

La MDH et la G3P DH sont des enzymes ubiquitaires. A notre connaissance,
aucune étude ne témoigne a ce jour d'une affinité de ces enzymes pour le M6P. Il en est

de méme pour la quinone oxydoréductase.

Notre attention se porte sur la CAD pour plusieurs raisons :
- la localisation cytosolique de cette enzyme,
- la faible spécificité de cette enzyme vis-a-vis de ses substrats,
- I'analogie structurale entre les substrats de la CAD (Figure 25), ses inhibiteurs (Kennedy
et al., 1999, Figure 26-A) et ceux de la M6PR (Figure 26-B), qui suggere une similarité
structurale du site catalytique de ces deux enzymes.

A B

R 0
OFE! [

@]
RZ n|||

Figure 26 — Homologie structurale des inhibiteurs de la CAD et de la M6PR. A — Inhibiteurs de la CAD (R1 =
H ou OCH; ; R = H ou OCH; ; R® = OH ou OCH; ; R = OC,Hs ou OH ou NHCH,Ph) ; B — diphényl
phosphate (DPP), inhibiteur de I'activit¢ M6PR de Striga et d'Orobanche.
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Les travaux de Robert et al. (1999b) et de Rousset (2003) ont montré que des
molécules aromatiques portant un groupement phosphate ou phosphonate, telles que le
phényl phosphate et le DPP, sont de bons inhibiteurs compétitifs de I'activité M6PR vis-a-
vis du M6P chez Striga et Orobanche. La M6PR présente une faible affinité pour son
substrat polaire, le M6P (K., de 5-8 mM chez Striga et Orobanche, 13 mM chez le céleri
(Everard et al., 1997)), et une affinité plus forte pour des molécules aromatiques (K; de 0.7
mM chez Orobanche). Cette propriété est retrouvée chez I'aldose réductase (EC 1.1.1.21)
qui convertit le glucose (K, de 100 mM) en sorbitol, alors que son site catalytique
hydrophobe est plus affine pour des molécules aromatiques (= 20 yM ; Wilson et al.,
1992).

Ces travaux suggeérent une bifonctionnalité chez ce type d'enzymes. Celle-ci peut
étre envisagée pour la CAD, qui présente une forte affinité pour les aldéhydes
hydroxycinnamiques et alcools correspondants (Kn, = 2 a 60 yM, Hawkins et Boudet,
1994). Par contre, son affinité vis-a-vis de substrats polaires tels que le M6P, reste a
démontrer. Bien que des techniques de purification soient disponibles pour la CAD
(Wyrambik et Grisebach, 1975 ; Grima-Pettenati et al., 1994 ; Hawkins et Boudet, 1994),
celles-ci n'ont pu étre envisagées dans le cadre de ce travail. La purification et la
caractérisation de la CAD de Striga est donc une perspective majeure. Des anticorps anti-
CAD d'eucalyptus ont été produits (Hawkins et Boudet, 1994 ; Samaj et al., 1998) et
pourraient faciliter ces travaux. Le microséquencage de la CAD nous permet également
d'envisager l'isolement du (des) géne(s) CAD chez Striga et la caractérisation de la (des)

protéine(s) recombinante(s).

L'inhibition de I'activit¢ CAD par le DPP et la diminution de l'activit¢ M6PR en
présence d'alcool coniférylique ont été démontrées sur extraits bruts (Figure 22). Ces
résultats appuient I'nypothése d'une CAD bifonctionnelle. Rousset (2003) a montré
l'innocuité du DPP sur la MDH, résultat qui s'oppose a lI'établissement d'une telle
hypothése pour cette enzyme. L'effet d'inhibiteurs de la CAD (Kennedy et al., 1999 ;

Kruger et al., 2002) sur I'activité M6PR devra également étre défini.
Les isoformes de la CAD sont homodimériques ou hétérodimériques, avec des

sous-unités de l'ordre de 40 kDa (Luderitz et Grisebach, 1981 ; Savidge, 1989 ; Goffner et

al., 1992 ; Halpin et al., 1992), soit un poids moléculaire similaire a celui
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de la protéine a activité M6PR de Striga (Robert et al., 1999a). L'hypothése, pour cette
enzyme, d'une activitt CAD sous forme dimérique et d'une activit¢ M6PR sous forme
monomeérique est envisageable. La localisation des activités enzymatiques sur gel natif
reste a faire, en présence ou non de réducteurs (mercaptoéthanol, DTT). A ce titre,
l'inhibition de I'activité MBPR en milieu oxydant est a souligner (Figure 24-E). L'activité

CAD mériterait également d'étre mesurée dans ces conditions.

Outre une augmentation de I'activité M6PR en réponse a une intensification de la
fertilisation azotée et a I'obscurité (Figures 24-A et B), aucun autre paramétre de
régulation n'a pu étre détecté dans cette étude. Chez le céleri, il existe une relation étroite
entre l'activité M6PR, le stade de développement et la capacité photosynthétique des
feuilles (Everard et al., 1997). Une telle corrélation n'a pu étre observée chez Striga
(Figure 24-C), ce qui attesterait encore une fois de la particularité de cette protéine chez le
parasite. Précisons enfin, qu'aucune information n'est actuellement disponible sur la

régulation de la CAD.
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CONCLUSION

Les plantes parasites productrices de mannitol telles que I'Orobanche rameuse et
Striga hermonthica représentent aujourd'hui une réelle menace pour des cultures d'intérét
agro-alimentaire (Iégumineuses, céréales). Ces parasites produisent du mannitol,
contrairement a leurs hétes, et expriment donc de maniére spécifique, une protéine a
activité M6PR. Cette derniere constitue ainsi une cible biochimique d'intérét dans la lutte
contre de tels parasites.

La M6PR caractérisée chez une plante autotrophe, le céleri et chez un holoparasite,
O. ramosa se révele relativement bien conservée. Par contre, la protéine présentant cette
activité chez S. hermonthica est particuliere. L'objectif de ce travail était donc de

caractériser la protéine a activité M6PR de ce parasite.

La purification partielle par chromatographie d'affinité, suivie du microséquencage
par spectrométrie de masse a permis de confirmer l'inexistence d'une M6PR "classique"
de type céleri ou orobanche chez Striga. Ce résultat explique I'absence d'hybridation des
amorces M6PR utilisées avec la séquence codant pour la protéine a activité M6PR de S.
hermonthica, ainsi que la non-reconnaissance de cette protéine par les anticorps anti-
M6PR recombinante.

L'identification par microséquencage de fragments peptidiques d'une CAD au
voisinage de 35 kDa, zone de poids moléculaire ou a été localisée l'activité M6PR, ainsi
que l'analogie structurale des inhibiteurs de I'activité M6PR et de l'activité CAD, suggere
I'existence d'une activité M6PR non spécifique assurée par la CAD chez S. hermonthica.
Cette hypothése est confortée par l'effet inhibiteur d'une part, de I'alcool coniférylique,
substrat de la CAD, sur l'activitt M6PR, et d'autre part, du DPP, inhibiteur de l'activité
M6PR, sur l'activité¢ CAD. Des études complémentaires sont cependant nécessaires,

I'objectif majeur étant de purifier et de caractériser la CAD chez S. hermonthica.

Les essais préliminaires visant a identifier des facteurs de régulation de l'activité
M6PR ont montré une inactivation irréversible en milieu oxydant. L'étude de l'influence de
I'environnement rédox sur l'activité CAD s'avére aussi nécessaire. De nouveaux tests

d'activité enzymatique devront également étre réalisés sur des fractions purifiées.
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