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Avant-propos

Ce mémoire de thése a pour objet d’étude les peptides a activité entomotoxique de type
Albumine 1b des graines de Légumineuses. Cette famille peptidique, de par sa toxicité
pour certains insectes phytophages appartient au groupe trés large et varié¢ des molécules
de défense des plantes. Les graines de Légumineuses sont riches nutrionnellement, d’ou
leur utilisation importante dans 1’alimentation humaine et animale et leur attractivité
potentielle pour de nombreux ravageurs. Elles sont en conséquence protégées
physiquement et chimiquement. Elles peuvent contenir un arsenal de composés toxiques
pour les pathogeénes et/ou les herbivores, composés non apparentés aux Albumines 1b et
pouvant interférer avec notre étude.

Afin de mieux comprendre la toxicité des plantes envers les ravageurs, et en particulier
celle des graines de Légumineuses envers les insectes, nous nous intéresserons tout
d’abord, par une approche bibliographique, aux différents types de molécules de défense
des végétaux, par leurs structures et modes d’action, qu’ils soient de nature protéique
comme les Albumines 1b ou non. Aprés situation du contexte de 1'étude, nous
présenterons nos travaux et résultats concernant la diversité structurale des Albumines 1b
et de la toxicité des graines de Légumineuses. Trois parties décriront la mise en place de
I’étude, son élargissement, et 1’établissement d’un systéme d’expression hétérologue en

vue d’études de relations structure-fonction.
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Foreword

This thesis deals with insecticidal Albumin 1b peptides from legume seeds. This
peptide family, due to its toxicity to some phytophagous insects, belongs to the large and
varied group of plant defence compounds. Legume seeds are nutrionally rich, and so
important in human and animal alimentation and potentially attractive to many pests.
Consequently they are physically and chemically protected. They contain many toxic
compounds towards pathogens and phytophagous animals, compounds not related to
Albumins 1b and which may interfere within our study.

To better understand the toxicity of plants to pests and particularly of legume seeds to
insects, we will first focus, in a bibliographic introduction, on the different types of plant
defence molecules, proteic as Alb or not proteic, on their structure and on their modes of
action. After a presentation of the context of our study , we will describe our work and
results concerning the structural diversity of Alb, and the variability of legume seed
toxicity. Three parts will deal respectively with the methodological approach set up for
this study, its widening to screen the whole Fabaceae family, and the development of a

heterologous expression system for structure-function relationships studies.
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Introduction bibliographique

1. Les défenses chimiques des plantes face
aux insectes.

Les relations plantes-insectes font 1'objet d'importantes études aux possibles retombées
économiques. Si certains insectes sont particulierement utiles aux plantes en assurant, par
exemple, la pollinisation nécessaire a la reproduction du végétal, nombreux sont les
nuisibles qui s'alimentent de la plante, provoquant parfois des dégats irréparables.

Les végétaux subissent la pression des insectes phytophages depuis I’apparition de ceux-
ci (il y a plus de 145 millions d'années). Bien qu'immobiles, de temps de génération
souvent long et de faible taux de recombinaison, les végétaux constituent le taxon le plus
important en terme de biomasse sur terre (producteurs primaires). IIs possédent un efficace
systéme de résistance, basé sur des caracteéres physiques, chimiques et développementaux,
vis-a-vis de ces ravageurs. La résistance des plantes face aux insectes définit la capacité
de celles-ci a éviter ou réduire les dommages causés par ces derniers (Kogan, 1975). Elle
est le plus souvent évaluée de facon relative et au niveau infraspécifique puisque dépend
de la comparaison avec une plante sensible plus sévérement touchée dans les mémes
conditions et constitue une régle générale'. Elle varie de plus dans le temps, I’espace (tissu
considéré) et selon les conditions environnementales. Trois catégories de résistance ont été
définies par Painter (Painter, 1951) :

' Le nombre d’especes de pathogenes ou de ravageurs pour une espece végétale donnée est tres faible par
rapport au nombre global de pathogenes et ravageurs des plantes.
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* La non-préférence ou antixénose définit le type de résistance induite par le rejet de
la plante comme hote de I’insecte. Elle peut étre due a la présence de caractéres
morphologiques ou chimiques repoussant ’insecte ou par 1’absence de composés
stimulant ’alimentation ou 1’oviposition.

* l'antibiose indique que I’insecte est touché dans sa physiologie par la plante. La
aussi caracteéres physiques et chimiques peuvent étre impliqués entrainant une
inhibition de croissance, une moindre fécondité voire la mort de I’insecte.

* la tolérance est la capacit¢ d’une plante a supporter ou se rétablir des dégats
causés par 1’herbivore.

Les protections mécaniques des plantes sont diverses et nous ne nous étendrons pas sur
cette composante. Des épines ou poils peuvent constituer une barriere efficace contre
certains herbivores en empéchant l'installation ou 1’acceés a 1’aliment de l'insecte. Les
trichomes crochus de Phaseolus vulgaris peuvent, par exemple, tuer les nymphes
d’Empoasca fabae en les empalant (Pillemer and Tingey, 1978). Les cires de surface qui
protégent les feuilles de la dessication et des maladies sont également répulsives ou génent
I’adhésion de certains insectes. Toutefois, elles stimulent parfois I’oviposition ou
I’alimentation. L’épaisseur des tissus participent également a la résistance de certaines
plantes. L oviposition et I’alimentation des larves de Chalcodermus aenus sont en effet
limitées par 1’épaisseur de la paroi des gousses de certaines variétés de Vigna unguiculata
(Fery and Cuthbert, 1979).

Toutefois, les composés chimiques produits par les plantes sont probablement le facteur
le plus important controlant le comportement des insectes dans la nature (Schultz, 1988) et
I’intérét porté aux défenses chimiques des plantes n’a cessé de croitre depuis le milieu des
années 60. Ces composés de structures et natures variées peuvent avoir des effets répulsifs
(lors de I’orientation olfactive), antiappétants (lors de 1’essai d’alimentation) ou toxiques
pour les insectes et d'autres herbivores. Certains composés ont un rdle indirect dans la
défense des plantes, attirant des parasitoides ou des prédateurs du ravageur. Les composés
influant les interactions entre individus d’espéces différentes sont appelés sémiochimiques
ou allélochimiques. S’ils sont bénéfiques pour le producteur et le receveur, on les nomme
synomones, s’ils ne sont bénéfiques qu’au receveur, on les nomme kairomones, enfin les
allomones sont bénéfiques au producteur. Les défenses chimiques peuvent étre produites
constitutivement ou en réponse a une attaque, localement ou dans toute la plante.

Les différents types de molécules de défense des plantes, protéiques ou non, sont présentés
de facon non exhaustive dans cette partie bibliographique. Leurs activités insecticides sont
mises en avant bien que d’autres activités, de défense ou non, puissent également en étre
mentionnées.
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A.

Les allélochimiques

entomotoxique.

non

protéiques a activité

Composés de défense non protéiques ne participant pas au métabolisme de base commun a
toutes les plantes, les allélochimiques appartiennent au métabolisme dit secondaire. Le
Tableau 1 présente les principales classes de métabolites secondaires impliqués dans la
résistance des plantes aux insectes. Les métabolites azotés, les polyphénols et les
terpénoides sont présentés ici de fagon plus détaillée bien que non exhaustive.

Tableau 1 : Principales classes de métabolites secondaires impliqués dans la défense des végétaux face aux
insectes et autres ravageurs. Nd : non détérminé (Hartley, 2001 ; Panda and Khush, 1995).

Classe Origine, biosynthese ~ Nombre de Distribution et activité
structures

Alcanes, Acétate-malonate nd Feuilles : cires cuticulaires

aldéhydes, cires

Lignines, Acide shikimique nd Paroi cellulaire

tannins Précipitent les protéines

Terpenoides Acétate-mevalonate

Monoterpenes 1300 Huiles essentielles (coniféres),
forte odeur, repoussants

Sesquiterpenes 6500 Répandus, amers, toxiques

Diterpénes 2900 Latex et résine, parfois toxiques

Triterpenes 3600 Répandus, amers, toxiques,
colorés

Stéroides Acétate-mevalonate et 70 + de 100 familles végétales

Phytoecdysones |autres Antihormones

Polyphénols

Simples Shikimate 1000 Universels (feuilles)

Coumarines Shikimate-chorismate 800 70 familles Dicotylédones,
toxiques, repoussants

Flavonoides Shikimate- malonate 4000 Universels, colorés, toxiques

Quinones Shikimate- mevalonate 800 Répandus, colorés

Alcaloides hétérogene 10000 Angiospermes, toxiques, amers

Acides aminés | Acides aminés 600 Graines de Légumineuses,

non protéiques répandus, toxiques

Cyanogénes Acides aminés 60 2500 especes de 130 familles,
toxiques

Glucosinolates | Acides aminés 100 Cruciféres, amers, acres

Amines 100 Angiospermes, repoussants,
hallucinogenes

Les principales voies de biosynthése de ces composés, souvent complexes, peuvent étre
schématisées comme en Figure 1.
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Figure 1 : principales voies de biosynthése impliquées dans la production des métabolites secondaires
végétaux (Panda and Khush, 1995).

On distingue les composés azotés des composés non azotés comme les terpénoides et les
polyphénols.

1) Les composés azotés.

Trés nombreux et diversifiés, les métabolites secondaires azotés de défense ont
pour point commun de dériver d’acides aminés protéiques ou non. On distingue les
alcaloides, les composés cyanogenes, les glucosinolates et les acides aminés non
protéiques eux-méme.

(a) Les alcaloides

Les alcaloides sont des bases organiques, présents dans toutes les classes d’organismes
vivants mais provenant pour la plupart de plantes supérieures. Ils sont communs chez les
Angiospermes, dont 20% en sont riches, et rares chez les végétaux inférieurs, avec
toutefois des exceptions comme le pacletaxol de I’if, la lycopodine de Lycopodium, la
palustrine d’Equisetum et méme 1’ergometrine de Claviceps (champignon) (Woolley,
2001).

Ce groupe contient plus de 10 000 composés dont le premier a avoir été découvert, en
1803 par Derosne, est la narcotine (noscapine) de 1’opium. Ils sont présents dans la
vacuole des cellules sous forme de sels et peuvent en étre extraits par de 1’eau acidifiée, de
I’¢éthanol, ou par des solvants organiques si la plante est rendue alcaline. Ils sont classifiés
selon leur hétérocycle (Figure 2).
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Figure 2 : classification des alcaloides selon leur noyau hétérocyclique.

La majorité des alcaloides dériveraient des acides aminés tryptophane, tyrosine, lysine,
histidine et ornithine par des voies de biosynthése longues, complexes et colteuses en
énergie. Le site de synthese de ces composés est difficilement identifiable car il n’est pas
forcément le site de stockage. L’identification de génes spécifiant certaines enzymes de la
voie de synthése d’alcaloides a permis dans certains cas de suivre leur expression et de
déterminer le site de cette biosynthése. L’enzyme hyocyamine 6-hydroxylase, qui catalyse
deux étapes de la synthése de la scopolamine (hyoscine) est exprimée dans la région du
péricycle des racines des Solanaceae Atropa et Hyoscyamus (Woolley, 2001).

En plus d’un r6le probable dans le métabolisme de ’azote et son stockage, les alcaloides
présentent diverses activités biologiques, témoins de leur role dans la protection des
végétaux. Ainsi, de nombreux alcaloides sont des poisons pour I’homme et le bétail
comme la strychnine (Figure 3b) des graines de la Loganiaceae Strychnos nux-vomica, un
alcaloide de type monoterpeéne indole, type dérivé du tryptophane présent dans trois
familles essentiellement tropicales : les Loganiaceae, les Apocynaceae et les Rubiaceae.
D’autres alcaloides sont des drogues (cocaine des feuilles d’Erythroxylon coca,
Erythroxylaceae), et certains ont des vertus thérapeutiques (morphine des Papaveraceae,
quinine de 1’écorce des Rubiaceae Cinchona). La morphine (Figure 3¢) est un alcaloide de
type benzyl-isoquinoline, type qui, bien que représentant la plus large classe avec 2500
composés identifiés, est limité aux Ranunculales.

Certains alcaloides présentent des activités antimicrobiennes comme les calystégines
antivirales des feuilles de Morus (Moraceae) et des racines de Calystegia
(Convolvulaceae), la canthin-6-one de Pentacerus (Rutaceae) et la berbérine (Figure 3a)
de I’écorce des Berberidaceae antibactériennes.
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b- strychnine
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Figure 3 : alcaloides de défense des plantes.

Enfin, dans les relations plantes-insectes, les alcaloides ont principalement un réle de
défense (répulsifs et toxiques). Les alcaloides de type indole quinine et strychnine sont
répulsifs pour nombre d’insectes. Les quinolizidines, particulierement représentées dans le
genre Lupinus, sont répulsifs pour les mammiferes, les insectes et les mollusques. A une
concentration de 3 a 50 mM, ils sont mortels pour les insectes et inhibent les croissances
bactérienne et fongique dés 1 mM (Wink, 1985). Les alcaloides polyhydroxylés, présents
dans cinq familles (Légumineuses, Polygonaceae, Aspidiceae, Moraceae et
Euphorbiaceae), miment les sucres structurellement. Ils inhibent le métabolisme des
sucres et sont d’efficaces antiappétants pour divers insectes (Fellows et al., 1986). Le
2R,5R-dihydroxyméthyl-3R,4R-dihydroxypyrrolidine (DMDP, Figure 4) tue les larves de
Callosobruchus maculatus a une concentration de seulement 0,03 %, inhibant fortement
I’enzyme digestive a-glucosidase (Evans et al., 1985). Les glucosidases sont présentes
¢galement dans les sensilles du gotit et sont impliquées dans la perception des sucres
(Nakashima et al., 1982). Leur inhibition expliquerait ’action antiappétante du DMDP
chez certains Lépidopteéres (Simmonds et al., 1990). En plus d’inhiber certaines
glycosidases, les alcaloides polyhydroxylés interférent avec la biosynthése des
glycoprotéines intracellulaires. Ce sont des outils prometteurs dans la recherche virale,
contre le cancer et en immunologie.

HOH,c N HOH,C o
HO HO>~OH
CHZOH CH,OH
OH OH
DMDP D-Fructose

Figure 4 : DMDP, un analogue azafuranose du fructose.

Le plus connu des alcaloides entomotoxiques reste cependant la nicotine, utilisée depuis
1690 en France pour lutter contre les pucerons (Figure 5). Elle agit au niveau des synapses
du systéme nerveux central des insectes (agoniste du récepteur a 1’acétylcholine).

@ |
CH,4

N

Figure 5 : la nicotine, un alcaloide insecticide connu depuis le 17°™ siécle.
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Cependant, si les alcaloides sont d’efficaces défenses pour les plantes contre toutes sortes
de ravageurs, il existe des herbivores qui se sont adaptés a ces composés et les détournent
a leur profit. C’est le cas des genres Arctiidae et Ctenuchidae qui séquestrent des
alcaloides pyrrolizidines. De nombreux Lépidopteres, Orthoptéres, Homoptéres et
Coléopteres se protegent également ainsi de leur prédateurs. Les pucerons ingerent les
pyrrolizidines de la séve des plantes et les coccinelles se nourrissant des pucerons
accumulent ces alcaloides. Certains Arctiidae se nourrissant sur des Boraginaceae
convertissent méme les pyrrolizidines séquestrées en hydroxydanaidal, la phéromone male
de cour (Figure 6) (Woolley, 2001). Ces alcaloides pyrrolizidines dont environ 250
structures sont connues chez certaines Asteraceae, la plupart des Boraginaceae et dans le
genre Crotalaria (Légumineuses), sont souvent toxiques pour I’homme et le bétail.

hydroxydanaidal
héliotridine
%r HO CHO
s
—
O/\g Gé

Figure 6 : un alcaloide pyrrolizidine séquestré et métabolisé par les insectes.

(b) Les composés cyanogénes

La cyanogénese, formation d’acide cyanhydrique (HCN) libre, est associée aux
cyanohydrines (o-hydroxynitriles) dérivés d’acides aminés protéiques ou non et stabilisés
par glycosylation, les cyanoglucosides, ou sous forme de cyanolipides. Probablement
toutes les plantes ont la possibilité de synthétiser des cyanoglucosides, mais la plupart ne
les stockent pas (Schoonhoven et al., 1998). Seul le p-D-glucose est attaché directement a
la partie aglycone. Un deuxiéme sucre peut ensuite étre ajouté. Stockés dans les vacuoles,
ces composés peuvent étre hydrolysés enzymatiquement lors d’une blessure du tissu
végétal et du HCN hautement toxique est alors relaché (Figure 7) (Poulton, 1990). Comme
pour la famille suivante (glucosinolates), ces composés montrent 1’intérét d’une « arme
binaire » par la compartimentalisation du composé de défense stocké sous forme inactive
d’une part et de son régulateur (glucosidase) stocké d’autre part.

1
R! C=N Hydrol C=N : R
ydrolyse spontané
N~ enzymatique \ / N C=0+HC=N
{C\ glucose + / \
R O~giucose - R

Figure 7 : Dégradation des glucosides cyanogénes.

Le premier cyanoglucoside a été isolé il y a plus de 150 ans et I’intérét pour ces composés
reste grand de par leur variété (60 composés connus), leur distribution (dans 2650 espéces
de 130 familles de plantes vasculaires) et leur importance dans certaines plantes
alimentaires. Le manioc, Manihot esculenta, est la plante cyanogene la plus consommée
par ’homme. La linamarine est le cyanoglucoside prédominant dans les feuilles et les
tubercules de cette plante, tous deux consommés. La concentration des cyanoglucosides
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dans la plante varie énormément selon 1’age, la variété, 1’organe, les conditions de
croissance. Si les especes du genre Sorghum ne présentent pas de dhurrine (dérivé de la
tyrosine plus glucose) dans ses graines, ce composé peut atteindre 30% du poids sec des
jeunes pousses (Halkier and Moller, 1989). Le plus connus des cyanoglucosides est
I’amygdaline (dérivé de la phénylalanine plus gentiobiose) responsable de la toxicité des
graines de nombreuses Rosaceae dont les amandes ameéres, les péches, les abricots. La
sélection d’amandes douces a permis la réduction de la concentration en cyanogénes et de
I’amertume associée a ces composes.

Les glucosides cyanogenes ont été utilisés en taxonomie. Les fougéres ne contiennent que
des cyanoglucosides dérivés de la phénylalanine comme la prunasine et les
Gymnospermes se limitent & un dérivé de la tyrosine, la taxiphylline. Toutefois, certaines
familles végétales présentent un profil plus complexe et une diversité plus importante,
limitant ’intérét de ces composés pour des études phylogéniques.

En plus d’un rdle probable dans le métabolisme général de I’azote, ces composés jouent
un role important de défense contre les herbivores et les pathogénes (Hruska, 1988).
HCN, amer, est en effet un anti-appétant efficace contre divers insectes (Woodhead and
Chapman, 1986). La dhurrine est, par exemple, une défense potentielle dans la lutte contre
certains orthopteres ravageurs en Afrique de 1’Ouest et de 1I’Inde (Woodhead and Bernays,
1977). Toutefois, certains insectes se sont habitués a I'amertume des cyanoglucosides
comme le papillon sud-africain Acraea horta, dont les larves ne sélectionnent que des
feuilles contenant ces composés lors de tests de choix (Raubenheimer, 1987).

Les cyanolipides sont de distribution plus restreinte et ne sont cyanogéniques que s’ils
résultent de la stabilisation d’une cyanohydrine par liaison ester a un acide gras. On les
trouve dans les fruits des Sapindaceae et Hippocastanaceae. Ils sont hautement toxiques
pour de nombreux insectes dont les bruches des grains stockés, la pyrale du mais Ostrinia
nubilalis et les especes du genre Lepticoris (Mikolajczak et al., 1984).

(c) Les glucosinolates

La structure générale de ces composés a été élucidée par Ettlinger et Lundeen (cités par
Duncan (1991)) comme consistant en un groupe thioglucose li¢ a un radical par un groupe
sulphonate-oxime (Figure 8). Environ 100 structures ont été décrites depuis. Synthétisés a
partir d’un petit nombre d’acide aminés, ils sont présents essentiellement chez les
Capparales dont principalement les Cruciferes, les Resedaceae et les Capparidaceae. Leur
concentration et leur profil varie selon les organes de la plante considérés. Elle est 10 fois
plus forte dans les graines que dans les tissus végétatifs, avec par exemple 100 mmol.kg™
de matiere séche dans les graines de Brassica napus. Différents facteurs influent sur la
concentration en ces composés comme la teneur en azote ou en sulfate du sol, la
luminosité.

Ils se dégradent en D-glucose, sulfate et isothiocyanate (Figure 8). Ce dernier composé,
volatil et trés actif est responsable du got acre li¢ aux glucosinolates. Glucosinolates et
isothiocyanates sont des composés impliqués dans les relations plantes-insectes (Louda
and Mole, 1991).
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N-O-SO4
H—C‘? R-N=C=S8 4+ HSO, + glucose

|

isothiocyanate

\
, S-glucose
glucosinolate

Figure 8 : hydrolyse des glucosinolates.

Ainsi, les dommages causés par des herbivores induisent une augmentation de cette
concentration, afin, probablement, d’éviter de nouvelles attaques (Birch et al., 1992). Les
glucosinolates affectent le développement larvaire, la métamorphose et la prise alimentaire
de nombreux insectes (Wolfson, 1982). Leur action se situe a deux niveaux : ils
repoussent I’insecte par leur odeur (phase de pré-ingestion) et exercent une activité
toxique (phase de post-ingestion). Toutefois, certains insectes se sont spécialisés et
détoxifient les produits de dégradation des glucosinolates (Duncan, 1991) voire utilisent
ces composés pour localiser leur plante hote (kairomones). Les glucosinolates peuvent
alors agir comme phagostimulant (Chew and Renwick, 1995). Les produits de
dégradation de ces composés ont également une action antifongique et antibactérienne
(Duncan, 1991) indiquant un role possible dans la défense des plantes face aux
pathogenes.

(d) Les acides aminés non protéiques

Les acides aminés non protéiques (AANP) sont présents dans un tres grand nombre
d’especes végétales, particulierement chez les Légumineuses, dans les graines et/ou les
plantules. Plus de 600 en ont été découverts depuis 1948 et seulement quelques uns
(ornithine, homoserine) sont communément impliqués dans le métabolisme primaire en
tant qu’intermédiaires (Rosenthal, 1991).

Dans les plantes, ils se présentent majoritairement sous forme libre (contrairement a ceux
des champignons qui sont souvent sous forme de petits polypeptides), extractible a I’eau
ou a I’éthanol 80%. Ils peuvent étre répartis dans toute la plante mais les concentrations
les plus élevées sont observées dans les graines. La canavanine atteint une concentration
de 127g/kg de poids sec dans les graines de Dioclea megacarpa et la mimosine de
145g/kg dans celles de Leucaena leucocephala (D'Mello, 1991 ; Rosenthal, 1982a).

La biosynthese des AANP a fait ’objet de peu d’études mais il est clair qu’ils sont le
résultat de plusieurs voies de synthese. Certains proviennent de modifications directes
d’acides aminés protéiques, d’autres de modifications des voies de synthese de ces
derniers et enfin d’autres dérivent de voies originales.

Si leur fonction biochimique fondamentale dans la plante reste encore a préciser,
notamment comme réserve d’azote des graines utilisées au début de la germination (Bell,
1960 ; Rosenthal, 1982b), le rdle des AANP dans la défense contre la prédation, la
maladie, voire la compétition vis-a-vis d'autres plantes, est bien reconnu. De nombreux
AANP de plantes sont toxiques pour les vertébrés, invertébrés, plantes supérieures et
microorganismes (Bell, 1980). Analogues des acides aminés protéiques (Tableau 2), ils
sont parfois incorporés dans les protéines rendues ainsi non fonctionnelles ce qui peut
entrainer la mort de 1’individu exposé.
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Tableau 2 : AANP toxiques et leurs analogues protéiques.

Acides aminés non Acides aminés
protéiques protéiques
NCCH,CHNH,COH ] CHGCHNH,CO,H -
f-cyanoalanine L e e alanine
(>‘C°2H R o :N: “COH -
S NH : . . H ._
acide azétidine2-carboxylique e @roline
NH,C = NH.NHO(CH,),CHNH,CO,H - |~ NHzC = NH.NH(CHa)aCHNH,CO,H
. canavanine R . drginine " .
@CHZGH&HchZH HCHchNHzCO2H
" 34-dihydroxyphenylalanine ' . ’
(L.-dopa) - tyrosing

Selon leur structure, on peut classer les AANP en différents groupes dont voici quelques
exemples relatifs a la défense des plantes face aux herbivores.
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On peut distinguer les AANP aliphatiques neutres comme 1’acide 3-N-oxalyl-a.,f3-
diaminopropionique (ODAP, Figure 9), présent chez Lathyrus sativus mais aussi
chez certaines especes des genres Acacia et Crotalaria (Rosenthal, 1982a), qui est
probablement le plus puissant neurotoxique des acides aminés végétaux, étant
responsable du neurolathyrisme des humains consommant cette espece.

COOH-CO-NH-CH2-CHNH2-COOH
Figure 9 : ODAP, un AANP neurotoxique du genre Lathyrus (Papilionoideae).

Certains AANP contiennent des atomes de soufre ou des groupements sulfoxides.
Les Cruciferes et les Alliaceae en sont de riches sources comme par exemple
I’homométhionine du chou ou la S-(prop-1-enyl)-cystéine de I’ail. Les AANP
soufrés sont souvent accompagnés des sulfoxides correspondants comme le
S-(prop-1-enyl)-cysteine sulfoxide découvert chez I’oignon ou le S-Methyl-L-
cystéine sulfoxide (SMCO, Figure 10) des Brassica hautement toxique pour le
bétail. Chez les Papilionoideae, la plupart des AANP soufrés ont été trouvés chez
les Mimosoideae et en particulier, les especes du genre Acacia ou 8 représentants
(dont I’acide djenkolique, Figure 10) s’accumulent dans les graines et permettent,
en association avec d’autres AANP de subdiviser le genre en quatre groupes
biochimiquement définis (Evans et al., 1977). Dans plusieurs plantes, le sélénium
peut remplacer le soufre de certains acides aminés (Figure 10). Toutefois, peu de
plantes sont tolérantes a de hautes teneurs en ce composé. Certaines especes du
genre Astragalus accumulent le sélénium dans divers AANP non incorporés dans
leur propres protéines, mais qui peuvent 1’étre dans 1’animal les consommant,
entrainant de nombreux effets toxiques (D'Mello, 1991).
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Figure 10 : AANP a soufre ou sélénium, analogues de la cystéine.

Les AANP acides sont le plus souvent structurellement proches de I’acide
glutamique comme 1’acide 4-méthylglutamique de Lathyrus maritimus ou 1’acide
4-méthyleneglutamique de 1’arachide, composés que ’on retrouve chez d’autres
especes.

Il existe également des iminoacides non protéiques comme |’acide azétidine-2-
carboxylique qui s’accumule chez certaines espeéces de Lilliaceae et de
Légumineuses (Tableau 2).

Parmi les AANP basiques la laminine, dérivé ammonium quaternaire de la lysine a
été découvert a la fois chez les algues Laminaria et chez la plante supérieure
Reseda luteola. La canavanine largement répandue chez les légumineuses a fait
I’objet de nombreuses ¢tudes. Isolée originellement de Canavalia ensiformis
(Kitagawa and Tomiyama, 1929), elle est analogue a I’arginine (un atome
d’oxygene remplacant un groupement CH,, Tableau 2). Présente dans de
nombreuses especes de Papilionoideae (Bell et al., 1978), elle agit par compétition
avec cet acide aminé dans les réactions métaboliques (cycle de I'urée). Elle est
délétere pour de nombreux Iépidopteres dont Manduca sexta. A une concentration
de 0,05% (p/v) dans I’alimentation de cet insecte, elle entraine des aberrations de
croissance chez I’adulte et une sévere diurese chez les larves (Rosenthal, 1991).

35



* Il existe des AANP a hétérocycles avec un atome d’azote et/ou un atome
d’oxygene. La mimosine (Figure 11), aux propriétés tératogene et dépilatoire, se
retrouve dans des especes des genres Leucaena et Mimosa (Renz, 1936).

0
OH
|
T
CH,— CH
COOH

Figure 11 : la mimosine, un AANP de Mimosoideae.

e Les AANP aromatiques se rapprochent structurellement de la phénylalanine, de la
tyrosine ou de I’AANP phénylglycine découvert dans le phloeme de Fagus
(Dietrichs and Funke, 1967). La 3,4-dihydroxyphénylalanine ou L-dopa (Tableau
2) interfere avec la tyrosinase, enzyme essentielle a la rigidification de la cuticule
de I’insecte. Les graines des especes de Mucuna, contenant de 5 a 10% (poids sec)
de L-dopa, sont exemptes d’infestation par les bruches de graines de
Légumineuses (Bell and Janzen, 1971).

Chaque AANP exerce sa toxicité par divers mécanismes. Une détoxication efficace
nécessite donc plusieurs voies. C’est ce qui est observé chez la bruche tropicale Caryedes
brasiliensis vis-a-vis de la canavanine. En plus d’avoir développé des enzymes capables
de distinguer entre ’AANP et I’arginine pendant la synthése protéique, cet insecte a
abandonné la voie uricotélique normale d’élimination de I’azote utilisée chez d’autres
invertébrés, en faveur de I’ammoniotélisme et de I’uréotélisme. L uricotélisme entraine en
effet une dépendance vis-a-vis de 1’arginine alimentaire et accroit donc la sensibilité a ses
analogues structuraux contrairement aux voies choisies par cette bruche (Rosenthal,
1982a).

Les composés azotés variés et répandus dans le régne végétal peuvent avoir un role dans le
métabolisme de I’azote comme dans la défense des végétaux qui les produisent. Ils sont
complémentaires des composés de défense non azotés de type terpéniques et phénoliques.

2) Les terpénoides.

Tres variés tant structuralement que du point de vue de leurs activités biologiques, les
composés de ce groupe, constitués uniquement des éléments carbone, hydrogéne et
oxygene, comportent les huiles essentielles, résines, stéroides et des polymeres comme le
caoutchouc.

Leur chaine carbonée est constituée d’unités isopréne (Figure 12a) a cinq atomes de

carbone, assemblées d’abord en une chaine insaturée qui est ensuite modifiée par
oxydation, réduction ou élimination de carbone.
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Figure 12 : l'isopréne et sa forme active I'IPD.

La forme activée de I’isopréne qui sert de précurseur a la biosynthése de ces composés est
I’isopentényl diphosphate (IPD, Figure 12b) formé a partir de I’acétyl-CoA. L’isomére
prényl diphosphate de ce composé sert d’amorce a la biosynthése. La Figure 13 indique
les voies de synthese des différents groupes de terpénoides a partir de ces composés.

Isopentény}PP (IPD) ) gérany-PP (C10) ——» monoterpénes (C10)
. T diméthylallylPP

IPD
I's

sesquiterpénes (C15) «— farnésytPP (C15) — triterpenes (C30 dont stéroides)
: IPD

;/nIPD I'e

: diterpénes (C20) «— géranylgérany}PP (C20) — > tétraterpénoides (C40)
i (caroténoides)

polyterpénes

Figure 13 : formation des isoprénoides par une chaine réactionnelle commune (Richter, 1993).

Du point de vue des relations plantes-insectes, ces composés peuvent avoir de nombreux
roles parfois contradictoires, étant tantdt toxiques ou répulsifs, tantdt attractifs.
L’importance de chacun des groupes de terpénoides dans ces interactions est indiquée.

(a) Les monoterpénes

Ils constituent la majeure partie des huiles essentielles qui sont présentes en quantité
appréciable chez environ 2000 especes de 60 familles végétales. Ils sont rares chez les
Légumineuses. Parfois simplement formées dans le cytosol, ces huiles se rassemblent en
gouttelettes ou s’accumulent dans les vacuoles des cellules épidermiques ou du
mésophylle de nombreux pétales, ou encore dans des cellules oléiferes. Quand la
température est élevée, ces essences traversent la paroi cellulaire et la cuticule sous forme
de vapeur (parfum de fleurs). Mais souvent, des cellules glandulaires les éliminent
activement dans des compartiments intercellulaires ou les rejettent vers 1’extérieur du
végétal.

Les monoterpenes peuvent étre linéaires, monocycliques (thymol, menthol) ou bicycliques
(camphre). La réaction d’un géranyl diphosphate avec un phénol donne un monoterpene
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composé comme le §9,10-tétrahydrocannabinol, responsable de I’effet psychoactif de
Cannabis sativa (Figure 14).

cannabinol

camphre =k menthol

Figure 14 : exemples de monoterpénes simples et composés

Les fonctions des monoterpeénes sont multiples. Certains protégent la plante des
prédateurs, inhibent la multiplication de bactéries et/ou champignons. Le limonéne et le
géraniol, constituants de 1’odeur florale, attirent les pollinisateurs. Au contraire, le
citronellol inhibe 1’oviposition d’Amrasca devastans (Homoptera : Cicadellidae) (Saxena
and Basit, 1982). Un des meilleurs exemples des dérivés de monoterpeénes toxiques pour
les insectes sont les pyréthrinoides (Figure 15) des feuilles et fleurs de certains
Chrysanthemum (Casida, 1973). Ces composés neurotoxiques entrainent une
hyperactivité, des mouvements désordonnés voire la paralysie de I’insecte.

Q
H

Me,C=CHa{
:Pcoo )

Figure 15 : la pyréthrine, un insecticide monoterpéenique.

(b) Les sesquiterpénes

Les sesquiterpénes linéaires sont peu nombreux. Le farnésol (Figure 16), trés répandu
dans le monde végétal (parfum) en est un exemple. L’hormone juvénile (JH) principale
des insectes en est un époxyde de structure trés proche (Figure 16 : JHIII), et des dérivés
du farnésol, observés chez plusieurs familles de plantes, montrent des effets analogues a
ceux de cette hormone, perturbant le processus hormonal de I’insecte en contact avec ces
produits.

Hormones \(,\/\/\/\l/\COZMe
juvéniles (JH) o)

R RI RI
, JHO (R = R' = R" = Et)
farnesol JHI (R = R' = Et, R"= Me)

JHII (R =R'=Me, R' = Et)

\Tf\/\fﬁvfj/NWPH JHIII (R =R' = R" = Me)

Figure 16 : Sesquiterpenes linéaires a activité d'hormone juvénile.

Plus fréquents sont les sesquiterpénes mono- ou bicycliques. L’acide abscissique,
phytohormone présente entre autres dans les bourgeons et les graines en dormance, est un
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exemple de sesquiterpeéne monocyclique. Les dialdéhydes drimanes comme le polygodial
de Polygonum hydropiper (Polygonaceae) (Figure 17a) sont les sesquiterpénes
antiappétants les plus puissants. Ils inhibent la prise alimentaire de divers insectes dont
Spodoptera littoralis, S. exempta, Leptinotarsa decemlineta, et Myzus persicae (Asakawa
et al., 1988). L’activité répulsive de ces terpénes envers certaines larves de Lépidoptéres
semble due a I’inhibition des effets stimulants du glucose, sucrose et inositol, au niveau
des cellules chémoréceptrices des picces buccales de 1’insectes (Frazier, 1986). Le
gossypol, dimére de sesquiterpéne phénolique (Figure 17b) du coton et des genres proches
de Malvaceae, est toxique pour de nombreux ravageurs dont Spodoptera littoralis et
Heliothis virescens. Sa toxicité résulterait de sa complexation avec des protéines ou
enzymes du tube digestif, réduisant ainsi leur digestibilité ou leur activité (Meisner et al.,
1977).

b-gossypol
gossyp CH OH

CHO oH cH
. G
HO
2 Snolvadial
< a-polygodia

Figure 17 : Sesquiterpenes cycliques insecticides.

Certains composés a activité anti-HJ participent a la protection des plantes face aux
insectes (Bowers et al., 1976). Les précocénes I et II (Figure 18), isolés de la Composée
Ageratum houstoniatum, agissent directement sur les corps allates des insectes. En en
réduisant I’activité neurosécrétrice, ils entrainent un retard de mue chez plusieurs insectes
(Unnithan et al., 1978).

—0 O, om0 2
7
6 3
—O0
4
Figure 18 : Précoceénes | et Il, sesquiterpénes a activité antihormonale.

(c) Les diterpénes

En général non volatils et donc présents dans les résines, les diterpeénes peuvent avoir de
multiples fonctions.

Le phytol, ¢élément de base de la chlorophylle, en est un représentant linéaire. Il peut
¢galement composer la chaine latérale de la vitamine K1, une polyprénylquinone. Les
gibbérellines, de squelette ent-gibbérellane tétracyclique (Figure 19), ont également une
importante fonction biologique. Ces hormones des plantes supérieures stimulent la
croissance en longueur et les divisions cellulaires de certains tissus, entre autres actions.
La premicere gibbérélline découverte le fut par Kurosawa en 1926 chez Fusarium
heterosporum (Richter, 1993).
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Figure 19 : structure ent-gibbérellane

Les diterpénes de la résine du pin sont le facteur clé de la résistance au ravageur
Dendroctonus frontalis (Hodges et al., 1979).

(d) Les triterpénes

Leur structure de base commune est le stérane, un composé hydrocarboné alicyclique
saturé (Figure 20a). Le composé clé de la synthese des triterpeénes est le squaléne (Figure
20b), formé par I’assemblage queue-queue de deux farnésyl diphosphate. Leur voie de
synthése est partagée par les animaux et les végétaux.

= =

a-stérane

= NN VAVAY VavaY 7

Hae” “CHs b-squaléne

Figure 20 : structure du noyau stérane, commune aux triterpénes et premier d'entre eux, le squaléne

Tetra- ou pentacycliques, ils comprennent plusieurs groupes dont un grand nombre de
composés possédent une fonction importante sur le plan biologique. Les principaux
groupes impliqués dans la défense des végétaux face aux insectes sont les cucurbitacines,
les limonoides et les saponines. Toutefois les stérols, les alcaloides stéroidaux et les
glucosides cardiotoniques présentent ¢galement d’intéressantes activités anti-herbivores.
Des exemples de chaque type de composés sont donnés.

a) Les cucurbitacines

Ces triterpenes tetracycliques sont isolés des Cucurbitaceae. On en dénombre 20 dont le
principal est la cucurbitacine B (CucB, Figure 21). Trés ameéres, se sont des
antiappétants pour de nombreux arthropodes (Da Costa and Jones, 1971). Elles sont
également antagonistes des hormones stéroidiennes des insectes, agissant au niveau du
récepteur aux ecdystéroides (Dinan et al., 1997). Toutefois, CucB est une puissante clé de
reconnaissance pour les coléopteres de la tribu des Liperini et agit comme stimulant de
I’alimentation a trés faible concentration (Metcalf et al., 1982).
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CH3 CHg

Figure 21 : Cucurbitacine B, un triterpene antiappétant.

b) Les limonoides

Ces triterpenes possédent 26 carbones au lieu de 30 dans leur squelette de base.
L’azadirachtine du neem Azadirachta indica (Meliaceae), trés peu toxique pour les
mammiferes, est trés utilis¢é comme pesticide contre plusieurs insectes, nématodes et
pathogenes (Figure 22). En plus de son effet répulsif dés 0,1 ppm sur plus de 100 espéces
d’insectes (Saxena, 1989), il accroit la mortalité larvaire, rompt le processus de mue et
induit des diformités (Schmutterer, 1990).

CO,CH; CHg

Figure 22 : Azadirachtine, un puissant insecticide triterpene.

c) Les saponines

Ces composés tensioactifs trés répandus chez les végétaux, sont des glucosides
terpéniques ou stéroidaux. L’aglycone, nommé sapogénine est un triterpéne ou un stérol,
définissant ainsi deux groupes de saponines. Les chalnes glucidiques de taille et séquence
variées, rattachées par des liaisons glycosidiques ou esters, sont composées a partir d’un
petit nombre de sucres (jusqu’a 10).

Les saponines triterpénes sont les plus nombreuses (environ 120). Elles sont
essentiellement présentes chez les Dicotylédones, la structure de leur aglycone en C30
¢tant le plus souvent pentacyclique comme la f-amyrine (Figure 23b), rarement
tétracyclique.

Les saponines stéroides sont surtout représentées chez les Monocotylédones. La structure
de leur aglycone en C27 dérive uniquement de celle du stérane. La diosgénine en est un
exemple (Figure 23a). Elles ont une importance économique comme source de composés
stéroidaux, leur aglycone étant libéré de son oligoholoside pour synthétiser des stéroides
humains.
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a-diosgénine b-p-amyrine

Figure 23 : exemples de saponines.

Les saponines s’avérent toxiques et antiappétantes pour de nombreuses especes
d’insectes (Ishaaya et al., 1969). Leur toxicité serait due a leur liaison avec les stérols
libres du tube digestif, réduisant ainsi le taux d’assimilation de ces stérols dans
I’hémolymphe ce qui interfére avec le processus de mue. Elles peuvent également
interférer avec des fonctions trophiques plus complexes comme les ectosymbioses de
fourmis champignonnistes (Rahbé et al., 1988).

d) Les stérols

Chez les végétaux, le premier composé stable apres cyclisation du squaléne est le
cycloarténol, précurseur des phytostérols qui constituent avec divers lipides, les
membranes des cellules végétales. Tous les stérols possedent un groupement hydroxyle
caractéristique en C3.

Le cholestérol, précurseur de nombreux stéroides animaux, existe a 1’état de traces chez
les végétaux. Il constitue la structure de base de saponines, glucosides cardiotoniques et
d’alcaloides stéroides. L’ecdysone (Figure 24), précurseur de 1’hormone de mue des
insectes posseéde une structure trés proche du cholestérol. Sa synthése dépend des stérols
végétaux absorbés par ’insecte phytophage. Environ 200 composés parents de I’ecdysone,
dont I’ecdystérone, hormone active de mue et métamorphose, existent dans plus de 100
familles végétales (Dinan, 2001). Les phytoecdysones inhibent le développement, la
croissance et la reproduction de plusieurs especes d’insectes (Singh et al., 1982). Leur
production peut étre induite suite aux dommages causés par un insecte, comme c’est le cas
dans les racines d’épinard (Schmelz et al., 1999). Elles ont un effet antiappétant sur
certaines especes dont les récepteurs sensoriels répondent a la présence de 20-
hydroxyecdysone (Descoins and Marion Poll, 1999), le plus répandu de ces composés.
Toutefois, certains insectes polyphages sont insensibles aux phytoecdysones (Dinan,
1998). L’utilisation de ces composés dans la lutte contre certains ravageurs apparait
possible, vue leur absence de toxicité pour les mammiféres, ainsi que la probabilité que de
nombreuses plantes ne produisant pas ces composés aient toutefois la capacité génétique
de le faire (tres large répartition systématique de ces composés).
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Figure 24 : 'ecdysone, un phytostérol a effets anti-insectes.

e) Les alcaloides stéroidaux

Leur mode de biosynthése les désigne comme des isoprénoides, I’élément azote
n’apparaissant que dans les chaines latérales du squelette carboné, constitué uniquement
d’unités en C5. La plupart sont sous forme de glycosides. Leur aglycone posseéde soit 21
carbones, soit 27. Parmi les composés en C27, deux groupes sont distingués, ceux
principalement produits par les Liliaceae et ceux produits principalement par les
Solanaceae. Parmi ces derniers, la tomatine, la solanine et la démissine de Solanum
demissum protegent la plante de la voracité du doryphore (Richter, 1993).

f) Les glucosides cardiotoniques

De structure trés proche des saponines qu’ils accompagnent dans de nombreuses especes
de quinze familles végétales, nombre d’entre eux possédent une action sur le muscle
cardiaque et sont utilisés comme médicament, en particulier, ceux issus des genres
Digitalis et Strophanthus.

On distingue deux groupes parmi ces glycostéroides, selon leur aglycone. Les
cardénolides en C23 possédent un cycle lactone & 5 chainons et une liaison insaturée
tandis que les bufadiénolides en C24 présentent un cycle lactone a 6 chainons et deux
liaisons insaturées. C’est le cycle lactone qui rend ces composés cardiotoniques.

Comme pour les saponines, plusieurs résidus glucidiques peuvent se trouver dans la
molécule en chaine linéaire terminée par un hexose, le plus souvent le glucose.

(e) Les tétraterpénes

Les caroténoides et les acides caroténoidiques (moins abondants) sont des composés
biologiquement importants présents dans les régnes animal et végétal mais uniquement
produits par les végétaux, champignons et bactéries. On distingue les caroténoides
primaires participant a la photosynthése des secondaires, présents dans les chromoplastes
des fleurs et fruits ainsi que chez les bactéries, levures et champignons.

La charpente en C40 se forme par I’assemblage en configuration cis de 2 géranylgéranyls
diphosphate avec formation d’une nouvelle double liaison centrale. Le produit clé de la
biosynthése des caroténoides alors obtenu, dans les plantes supérieures et les
champignons, est le 15-cis-phytoene (Figure 25a). Des déshydrogénations successives
augmentent le nombre général de doubles liaisons et donc le systéme de conjugaison ce
qui entraine une intensification de la couleur des composés produits. Le 15-cis-phytoeéne
possédant 3 liaisons conjuguées est incolore alors que le lycopéne, produit final des étapes
de déshydrogénation, est un caroténoide caractéristique d’un vif rouge orangé.
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Quelques caroténoides sont caractérisés par une cyclisation limitée aux extrémités de leur
chaine. Une double B-cyclisation du lycopéne conduit au f-caroténe (Figure 25b) qui,
clivé symétriquement, produit deux molécules de vitamine A.

HaC HaC OH
HaC CHs 3 HiC. CHs 0
b- p-caroténe X R c- violaxanthine
0 HaC CHj
CHy  FaC CHs HO CH3

Figure 25 : exemples de caroténoides et dérivés.

Les xanthophylles comme la violaxanthine (Figure 25c¢), formés a partir des caroténoides
contiennent des atomes d’oxygene.

Lors de la dégradation oxydative des caroténoides, la chaine peut se raccourcir a une de
ses extrémités. C’est ainsi que se forme I’acide abscissique a partir de la violaxanthine. La
dégradation aux deux extrémités de la chaine conduit aux acides caroténoides comme la
crocétine, aglycone de la crocine, substance jaune vif des étamines du safran Crocus
sativus.

Dans les relations plantes-insectes, ces composé€s se limitent a attirer les pollinisateurs ou
disperseurs de graines, mais ne présentent pas de toxicité.

(f) Les polyterpénes

Le caoutchouc, formé de 500 a plus de 5000 unités isoprénes en chaines non ramifiées aux
doubles liaisons de configuration cis, est présent dans environ 2000 espéces végétales dont
un quart seulement en possédent abondamment. C’est le cas d’Hevea brasiliensis
(Euphorbiaceae) exploitée pour son latex. Les latex sont riches en différents composés
actifs pouvant avoir un role de défense, en réduisant la prise alimentaire et la fitness du
phytophage (Malcom and Zalucki, 1996). De plus, la coagulation du latex peut
emprisonner I’animal (Dussourd and Eisner, 1987).

3) Les composés phénoliques.

Les composés phénoliques correspondent a une grande variété de substances possédant un
cycle aromatique portant au moins un groupement hydroxyle. Parmi les milliers décrits,
les plus nombreux sont les flavonoides. Leurs activités biologiques trés diversifiées jouent
un rdle trés important dans les relations plantes-insectes, tantot attirants, tantot répulsifs
voire toxiques pour ces animaux.

La grande majorité des composés phénoliques dérivent de 1’acide cinnamique formé par la
voie du shikimate (du nom japonais de I’anis étoilé ou il a été¢ découvert) (Figure 26). La
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voie de biosyntheése de composés aromatiques a partir du cinnamate est spécifique des
végétaux.

HO

HO
a CO,H b

HO,C— CH:CH@
HO

Figure 26 : acide shikimique (a) et acide cinnamique (b).

Souvent acides, les polyphénols sont solubles dans une solution de carbonate de sodium.
Chimiquement, ils sont réactifs et peuvent participer a des liaisons hydrogenes, ou chélater
des métaux pour les o-dihydroxyphénols (catéchol). Enfin, ils sont sensibles a I’oxydation.
Un faible nombre de ces composés (cyanidine, quercetine, acide caféique) sont répandus
mais la plupart n’ont qu’une faible occurrence. Leur role physiologique est encore
incertain. Beaucoup de ces composés ont un effet sur la croissance lorsqu’ils sont
appliqués sur des tissus a une concentration physiologique mais ils sont tellement variés
structuralement qu’il parait improbable que tous possedent un role universel dans la
régulation de la croissance et du développement. Toutefois, certains phénols peuvent avoir
de telles propriétés, comme I’acide lunularique, un acide dihydro-stilbene-carboxylique
qui aurait le role d’hormone de type dormine (= acide abscissique) chez 1’hépatique
Lunularia cruciata (Gorham, 1977). De plus 1’équilibre entre 1’acide p-coumarique et
I’acide caféique pourrait réguler la synthese d’éthylene.

S’il est difficile d’attribuer un role physiologique a la plupart des composés phénoliques,
de trées nombreuses données témoignent de leur role écologique. Les pigments
flavonoides (en association avec les caroténoides) contribuent a 1’attraction des animaux
vis-a-vis des fruits et des fleurs colorés a disperser ou polliniser. De plus, ils sont parfois
excrétés de la plante et peuvent affecter la croissance des autres plantes dans
I’environnement immédiat (phénomene d’allélopathie) (Rice, 1974). Certains flavonoides
et surtout les tanins, astringeants, sont des antiappétants protégeant les plantes de la
prédation de nombreux animaux (Harborne, 1977 ; Swain, 1977 ). Ils peuvent également
eétre toxiques pour les insectes : I’acide chlorogénique, tres courant, en association avec le
flavonoide rutine des trichomes des feuilles de la tomate est toxique pour Heliothis zea
(Isman and Duffey, 1982). Enfin certaines classes de phénols agissent comme agents
antimicrobien pour divers bactéries, virus et champignons. Certaines phytoalexines
phénoliques sont en effet synthétisées suite a une infection fongique chez au moins six
familles végétales (Harborne and Ingham, 1978) et d’autres en réaction a une exposition
aux rayons ultraviolets (anthocyanes).

On peut distinguer différents types de composés phénoliques :

(a) Les composés phénoliques simples et les quinones, les acides phénoliques et
les tanins

Les composés simples comme le catéchol ou le phloroglucinol sont relativement peu
communs contrairement aux acides phénoliques universellement répandus chez les
végétaux. Ils se caractérisent par la perte au moins partielle des chaines latérales
caractéristiques (par rapport a 1’acide cinnamique en C6C3, Figure 26b). La vanilline,
aldéhyde en C6-Cl1 est tres répandue chez les angiospermes, gymnospermes et fougeres. Il
s’agit du principe odorant de Vanilla planifolia. L hydroquinone (C6) est la quinone

45



simple la plus courante (surtout chez les Rosaceae et les Ericaceae), I’acide gallique
(C6C1) est largement répandu, surtout comme constituant des tanins (Figure 27).

OH  hydroquinone HO
MeO

HO CO.H
HO CHO

OH . HO . .
vanilline Acide gallique

Figure 27 : exemples de phénols simples.

Les tanins et les composés simples ont une action protectrice contre les attaques de
microorganismes en se déposant dans les parois cellulaires. De plus les tanins ayant la
propriété de précipiter les protéines réduiraient la valeur nutritionnelle de certains tissus
végétaux. Ils affectent également la digestion des insectes en se liant aux mucoprotéines
de leur cavité orale (Harborne, 1988), mais la moindre croissance des insectes causée par
les tanins serait essentiellement due a une inhibition post-absorption plutdt qu’a une
inhibition de la digestion (Butler, 1989). Ils sont classifiés en tanins hydrolysables
(Figure 28b), les gallotanins (acide gallique et glucose) et ellagitanins (acide
hexahydroxydiphénique) présents uniquement chez les Dicotylédones et en tanins
condensés (non-hydrolysables, Figure 28a), plus répandus dans le regne végétal. Un
troisieme groupe de tanins, les phlorotanins, a été caractérisé chez diverses algues brunes.
Le role écologique des tanins condensés est bien illustré par les travaux de Coley
(Griffiths, 1991) : les pousses de Cecropia pelata L. a fort taux de tanins ont un rendement
de production des feuilles inférieur de 30% par rapport aux pousses a faible taux de tanins
mais elles sont bien moins sensibles aux dommages d’herbivores. L’aire de feuille,
consommeée par les larves généralistes de Spodoptera latifascia, est cinq fois plus grande
sur les plantes a faible teneur en tanins que sur les plantes plus concentrées.

a- tanins condensés b- tanins hydrolysables OH

OH OH
HOQ co-o o-coQOH
HO o b OH
co co
HO
on on MOy oM

Figure 28 : structures générales des deux types de tanins végétaux.

Les quinones sont le plus souvent des hydroquinones aux propriétés phénoliques. Elles
peuvent étre combinées a des sucres (anthroquinones). Largement mais inégalement
réparties chez les végétaux supérieurs, elles proviennent de nombreux précurseurs de
différentes voies de biosynthese. Le potentiel redox du couple quinone-hydroquinone est
tres important dans de nombreux systemes biologiques. Les polyprénylquinones (quinones
terpénoides) dérivent de 1’acide 4-hydroxybenzoique. Leur noyau benzoquinone portent
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des chaines poly-isoprénique. Certains comme la plastoquinone et 1’ubiquinone sont des
transporteurs d’électrons. En plus de fournir une source de radicaux libres stables, les
quinones sont connues pour complexer irréversiblement avec certains acides aminés de
protéines qu’elles inactivent ou rendent inutilisables. Ceci explique la variété d’effets
antimicrobiens potentiels des quinones. Nombres d’entre elles sont antiappétantes et
toxiques. La naphtoquinone juglone de 1’écorce de Carya ovata inhibe la croissance de
différents champignons et bactéries phytopathogenes et est répulsive pour Scolytus
multistriatus (Gilbert and Norris, 1968).

(b) Les acides phénylpropanoiques (C6C3), coumarines et lignines.

Formés a partir de ’acide cinnamique ou p-coumarique (Figure 26), ils sont a I’origine des
voies de synthese de nombreuses substances telles que les lignines, les flavonoides, les
stilbenes.

Les lignines des parois cellulaires secondaires leur conferent une haute résistance a la
traction et la pression grace a leur élasticité. Il s’agit de mélanges de polymeres amorphes
de 3 constituants fondamentaux, les alcools p-coumarylique (qui domine dans les lignines
de Gramineae), coniférylique (dominant dans le bois des Coniferes) et sinapylique (bois
des feuillus). Le role des lignines dans I’évolution des végétaux a été analysé par Raven
(1977). Formant une barriere mécanique, de gouit désagréable et réduisant la digestibilité
des sucres de la paroi, les lignines participent a la résistance des plantes aux
microorganismes et herbivores. La lignification est une réponse courante a 1’infection ou

la blessure.

La coumarine (Figure 29) et ses dérivés dont plus de 300 structures sont connues, se
répartissent dans 9 familles de Monocotylédones et plus de 70 familles de Dicotylédones.
Ils participent dans les racines des plantes symbiotiques hébergeant Rhizobium, a la
formation des nodules. Elles sont responsables de 1’odeur caractéristique de 1’aspérule
odorante et du mélilot desséchés. Elles possedent un cycle lactone (cyclisation entre les
groupes o-hydroxy et carboxyle). L’ombelliférone, 1’aesculetine et la scopoletine sont les
trois hydroxycoumarines les plus communes. Les furanocoumarines, de structure plus
complexe sont beaucoup plus variées mais présentes dans un nombre limité de familles
végétales. Elles dérivent principalement de 1’ombelliférone par condensation avec un
isoprénoide en C5, et sont souvent liposolubles (Murray et al., 1982). Le cycle furane peut
étre fusionné au cycle benzénique dans deux positions : linéaire ou angulaire, cette
derniere étant plus rare (Ombélliferes et genre Psoralea des Légumineuses). Elles
présentent un intérét physiologique, inhibant la croissance des graines en germination. Les
coumarines, en présence d’UV, se lient aux bases pyrimidiques de I’ADN (Berenbaum,
1983). Elles sont donc phototoxiques pour un large panel d’organismes dont des
bactéries, virus, champignons, invertébrés et vertébrés. La simple coumarine est ovicide
pour les doryphores et toxique pour une variété d’insectes. La furocoumarine xanthotoxine
incorporée a 0,1% dans I’aliment et irradiée d’UV entraine 100% de mortalité chez
Prodenia eridania (Berenbaum, 1991).
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Figure 29 : coumarine.

(c) Les flavonoides

Ce groupe, le plus varié, contenant 4000 structures, comprend comme son nom 1’indique’
des composés jaunes mais aussi d’autres couleurs ou incolores. Ils sont universels chez les
angiospermes et les gymnospermes. Ils ont tous en commun la structure de la flavane, 3
cycles dont un hétérocycle dont la configuration variée permet la classification en sous-
groupes (Figure 30) : flavones, flavanones et flavonols, flavanols, flavanediols et la
chalcone dont 1’hétérocycle n’est pas formé et qui est un intermédiaire caractéristique de
la synthese des diverses flavonoides. Le noyau flavonoide est souvent lié a un sucre pour
former un glycoside hydrosoluble.

0
|
QH 0
- ° I
' flavanones
0 0

chalcones \ ' / flavenes

/N
flavonols IO-J':OH

flavane- ftavane-
3-oles 3,4-dioles

[ Oi P flavane — I)I
~OH OH
0

antho-
cyanidines

Figure 30 : définition des différents types de flavonoides a partir du squelette flavane.

Chaque espéce possede son propre profil de flavonoides, stockés principalement dans les
vacuoles, et qui absorbent dans les UV et/ou le visible et sont responsables de la couleur

*du latin flavus = jaune
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jaune ou creéme. Ils sont de bons antiappétants voire toxiques pour les insectes : a faible
concentration, la quercétine (Figure 31) et trois de ses dérivés glycosylés inhibent
I’alimentation d’Heliothis zea, H. virescens et Pectinophora gossypol. A partir de
concentrations de 0,2% ces composés tuent les larves de ces espéces (Shaver and
Lukefahr, 1969).

OH
HO O Ol Q OH
OH
HO O

Figure 31 : la quércétine, un flavonol insecticide.

Les isoflavonoides sont moins répandus taxonomiquement. Ces composés tres actifs se
trouvent essentiellement chez les Légumineuses. Ils sont responsables de la moindre prise
alimentaire et de la toxicité envers Trichoplusia ni (Lepidoptera : Noctuidae) s’alimentant
sur soja (Neupane and Norris, 1990). Certains isoflavonoides fonctionnent comme des
phytoalexines, synthétisées comme défense contre le stress (microorganisme infectieux,
froid, UV). La glycéolline (Figure 32b), la pisatine et la phaséolline produites par le soja,
le pois et le haricot commun respectivement en sont de bons exemples (Perrin and
Cruickshank, 1965). Cette derniere est parmi les antiappétants les plus efficaces jamais
déterminés (Lane et al., 1985). Le seul groupe de flavonoides connus pour €tre hautement
toxique envers de nombreux insectes sont les isoflavonoides roténoides. Extrait des
racines de Derris elliptica (Légumineuse), le roténone en est le principe actif (Figure 32a).
Ils sont peu toxiques envers les mammiferes mais tres toxiques pour les poissons et les
insectes. Leur toxicité est liée a 1’inhibition de I’oxydation mitochondriale (transport
d’électrons) (Panda and Khush, 1995).

a-roténone b-glycéolline

OCHj

OCHg

Figure 32 : isoflavonoides de défense des plantes.

Les anthocyanides sont les aglycones des anthocyanes, pigments vacuolaires rouges ou
bleus des végétaux. Plus le nombre de substitutions du cycle B des aglycones est grand,
plus la coloration bleue est intense (delphinidine, Figure 33). La méthylation des
groupements hydroxyles conduit au contraire au rouge (malvidine, Figure 33). Pour les
anthocyanes, d’autres facteurs interviennent pour déterminer les tons, en particulier la
formation de chélates avec des ions métalliques et la formation simultanée de complexes
de haut poids moléculaires, les chromosaccharides. Ces composés colorés facilitent la
pollinisation en attirant les abeilles (par absorption des UV) et la dispersion des fruits par
les insectes et les animaux.
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Figure 33 : exemples d'anthocyanidines.

Les métabolites secondaires de défense sont d’efficaces systémes de résistance aux
herbivores. Toutefois, ils résultent de voies de biosynthése impliquant 1’interaction des
produits de nombreux genes. Leur utilisation est donc limitée par les possibilités actuelles
d’ingénierie génétique des végétaux, pour lesquelles ces voies apparaissent trés souvent
trop complexes, malgré quelques travaux qui tentent de les exploiter (Dawson et al.,
1989 ; Hallahan et al., 1992). Certains mécanismes de défense des plantes reposent
directement sur des protéines, produits d’un seul géne. Ils sont donc particulicrement
intéressants pour la création de plantes résistantes par les techniques actuelles de transfert
de genes.
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B. Les protéines végétales de défense

Les protéines de défense des plantes sont tout aussi diverses et efficaces que les
métabolites secondaires. Nous nous limiterons ici aux principales protéines anti-insectes
des végétaux, puis aux principaux peptides (petites protéines de moins de 100 acides
aminés), riches en cystéines, et impliqués dans la défense des plantes.

1) Les protéines entomotoxiques

Le Tableau 3 présente différentes protéines végétales insecticides, et indique un ordre de
grandeur de leur toxicité pour divers ordres d’insectes et pour les mammiferes. Les toxines
de B. thuringiensis y sont également mentionnées.

La famille des lectines et protéines apparentées, celles des inhibiteurs d’enzymes

(protéases et amylases), les canatoxines et les chitinases sont présentées de facon plus
détaillée dans cette partie.
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Tableau 3 : Toxicité envers les mammiféeres et les différents ordres d'insectes des protéines de plante a activité insecticide et des endotoxines de Bacillus thuringiensis (Bt).

Protéines
Lectines
Man
GIcNAc
GIcNAc/Gal
RIP
Arcélines
IP a serine
Cystatines
IA
Canatoxine/
uréase

Bt toxins

Ordres d’insectes

Coléopteres

Toxique
Toxique
Toxique
Toxique
Toxique
Toxique
Toxique
Toxique

Toxique

Toxique

(Cry3)

Lépidopteres Homopteres

Toxique
Toxique
Toxique
Pas d’effet
nd
Toxique
Pas d’effet
Toxique

Pas d’effet

Toxique

(Cry let2)

Toxique
Toxique
Toxique
nd

nd

Pas d’effet
Pas d’effet
Pas d’effet
nd

Toxique?

Hémipteres Orthopteres

nd

nd

nd

nd

nd

Pas d’effet
Toxique
nd

Toxique

Pas d’effet

nd

nd

nd

Pas d’effet
nd
Toxique
nd

nd

Pas d’effet

nd

Dipteres

nd
Toxique
Toxique
Pas d’effet
nd

nd

nd

nd

Pas d’effet

Toxique

(Cry2et4)

Hyménopteres

Toxique
nd
nd
nd
nd
Toxique
nd
nd
nd

Toxique

Mammiferes

Toxique?
Toxique
Toxique
Toxique
nd
Toxique
Pas d’effet
Toxique

Pas d’effet

Toxique?

Toxique : observations lors d’expériences d’alimentation sur milieu artificiel ou plante transgénique ; Toxique ? : existence de données conflictuelles quant a la toxicité ou
non de ces protéines. ; nd : absence de données disponibles. D’apres Carlini and Grossi de Sa (2002). RIP: ribosome inactivating protein, IP: inhibiteur de protéase, IA:
inhibiteur d'a-amylase, Man = mannose, GIcNAc = N-acétyl-D-glucosamine, Gal = galactose.
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(a) Lectines, hémilectines et autres protéines apparentées.

a) Les lectines vraies.

Les lectines ou hémagglutinines sont une classe de protéines definies comme d’origine
non immune possédant au moins un domaine non catalytique qui leur permet de fixer
réversiblement et spécifiquement un mono- ou un oligo-saccharide (Peumans and Van
Damme, 1995). Une lectine typique est multivalente et ainsi capable d’agglutiner les
cellules. La plupart sont des lipo- ou glyco-protéines, mais certaines sont uniquement
protéiques comme la concanavaline A (ConA) isolée de Canavalia ensiformis (Bell,
1987). Tres largement répandues parmi les végétaux, virus, bactéries, invertébrés et
vertébrés, elles présentent toutefois peu de similarités entre ces différentes origines.

Figure 34 : structure tridimensionnelle de la concanavaline de Canavalia brasiliensis (Sanz-Aparicio et al.,
1997).

Les graines d’Euphorbiaceae et Leguminoseae sont de riches sources de
phytohémagglutinines (Toms and Western, 1971). Plus de 230 structures
tridimensionnelles en sont disponibles dans la banque de données 3D des lectines, dont
40% proviennent de légumineuses (www.cermav.cnrs.fr/databank/lectine). Une
homologie certaine existe entre lectines de différentes Légumineuses malgré leur
différences de spécificité dans la liaison aux sucres. Les phytohémagglutinines PHA du
haricot sont, avec la phaséoline (une viciline-like 7S globuline) les protéines de réserve
majeures des graines de cette plante. Les PHA lient les glycanes de la muqueuse
intestinale des mammiferes et agissent comme mitogéne. Avec les arcélines (p.56) et les
oAl (p.64) elles forment la famille des « lectines » du haricot.

Le role biologique des lectines est encore sujet de controverse. Une action dans la
nodulation des légumineuses a été propos¢ (Hirsh, 1999) ainsi que dans les mécanismes de
défense des plantes (Chrispeels and Raikhel, 1991 ; Peumans and Van Damme, 1995).
Certaines lectines sont tres toxiques pour I’homme et le bétail. Des études menées sur
souris, cochon, poulet et autres oiseaux ont montré la capacité de certaines
phytohémagglutinines a se fixer sur la muqueuse intestinale, empéchant le développement
normal des microvillosités. Il s’en suit des difficultés d’absorption des nutriments qui se
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traduisent par une perte de poids, un retard de croissance et de développement (Grant,
1991).

De nombreuses lectines possédent une activité insecticide lorsque fournies dans
I’alimentation de divers Coléoptéres, Homopteres et Lépidopteres. Déja en 1976, Janzen
et al montrérent que les lectines des graines du haricot commun Phaseolus vulgaris L.
présentent une activité entomotoxique pour la bruche du niébé Callosobruchus maculatus
F. Les lectines du blé, du ricin et de Bauhinia purpurea ont une DL50 de 0,29 ; 0,59 et
0,75 mg/g respectivement lorsqu’elles sont incorporées a 1’aliment fourni aux larves
d’Ostrinia nubilalis Hiibner (Czapla and Lang, 1990). Les lectines peuvent se lier a la
bordure en brosse des cellules épithéliales de ’intestin de I’insecte ou, pour celles se
fixant a la chitine, a la membrane péritrophique. Elles peuvent aussi se lier a des enzymes
digestives glycosylées. Toutefois le mode d’action précis de ces protéines chez 1’insecte
reste a déterminer. Des lectines de spécificités similaires semblent avoir des effets trés
différents sur des insectes apparentés comme le montrent des réponses contrastées de
différents pucerons a diverses lectines (Gatehouse et al., 1995 ; Rahbé et al., 1995).

Des genes codant pour des lectines entomotoxiques ont été introduits dans différentes
plantes cultivées rendues ainsi moins sensibles aux attaques des insectes (pour revue
(Hilder and Boulter, 1999 ; Jouanin et al., 1998 ; Schuler et al., 1998 ) ; Tableau 4).
L’activité insecticide envers les pucerons des lectines a mannose comme la GNA du
perce-neige Galanthus nivalis a été démontrée, il y a une dizaine d’année (Powell et al.,
1993 ; Sauvion et al., 1996). Beaucoup moins toxique pour les mammiféres que d’autres
lectines entomotoxiques, la GNA a été introduite dans plusieurs plantes, leur conférant
une protection au moins partielle contre les pucerons (Hilder et al., 1995 ; Down et al.,
1996). Certains travaux, sujets a controverse, montrent cependant un possible effet négatif
de cette lectine dans des pommes de terre transgéniques données crues a des rats (Ewen
and Pusztai, 1999), ainsi qu’un effet négatif sur certains insectes bénéfiques, prédateurs
des pucerons intoxiqués (Birch et al., 1999). Ce dernier effet n'est toutefois pas confirmé
sur la coccinelle Adalia bipunctata L. (Down et al., 2000).
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Tableau 4: Quelques exemples de plantes transgéniques exprimant des lectines.

lectine Insectes cibles Plantes Référence
Nephotettix virescens riz (Foissac et al., 2000 ; Rao et
Nilapavarta lugens al., 1998)
Heliothis virescens tabac (Gatehouse and Gatehouse,
GNA 1998)
Mpyzus persicae (Hilder et al., 1995)
(Down et al., 1996)
Lacanobia oleceracea (Gatehouse et al., 1997)
Aulacorthum solani pomme de terre | (Gatehouse et al., 1996)
GNA + BCH | M. persicae
ConA (Gatehouse et al., 1999a)
L. oleceracea
PLec H. virescens tabac (Boulter et al., 1990)
PLec + CpTI
WGA Diabrotica mais (Czapla and Lang, 1990)
undecimpunctata

GNA : lectine du perce-neige, ConA : concanavaline A, Plec : lectine du pois, WGA : lectine du blé, BCH :
chitinase du haricot, CpTI : inhibiteur de trypsine de Vigna unguiculata.

b) Les hémilectines et RIP

Ces protéines proches des lectines sont souvent concomitantes avec ces dernicres. Elles
sont toxiques a des concentrations de plusieurs ordres de magnitude plus faible que celles
requises pour les lectines. Contrairement aux lectines typiques multivalentes, ces protéines
toxiques se comportent comme des lectines monovalentes, désignées comme hémilectines
(Carlini and Guimaraes, 1991) ou chimérolectines (Peumans and Van Damme, 1995).
Comme de nombreuses toxines bactériennes, elles sont composées de deux chaines
polypeptidiques aux propriétés distinctes. L haptomére ou chaine B (Binding) interagit
avec un sucre ou composé glycosylé de la surface de la cellule. L’effectomere ou sous-
unité A (activity) est I’agent toxique a activité enzymatique. Apres internalisation, la
protéine est activée par une protéolyse limitée, une réduction ou un changement de
conformation par acidification de la vésicule, ce qui entraine la séparation des deux
domaines. L’effectomére activé traverse alors la membrane de la vésicule et agit sur les
constituants du cytoplasme provoquant les effets toxiques (Montecucco, 1998 ; Olsnes et
al., 1999). Ricine et abrine inhibent la synthése protéique des cellules eucaryotes par
inactivation de la sous-unité 60 S des ribosomes (Olsnes et al., 1974). Ces toxines, aux
sous-unités catalytiques et de type lectine de 30 kDa chacune, sont appelées RIP de type 2
pour Ribosome Inactivating Protein a deux chaines. Elles sont beaucoup plus efficaces que
les RIPs de type 1, toxines a une seule chaine de 27-31 kDa. Bien que puissants
inhibiteurs de la syntheése protéique dans des préparations acellulaires, les RIP1 sont
beaucoup moins toxiques chez la souris (DL50 de 1 a 40 mg/kg) que les RIP2 (DL50 de la
ricine : 2 ug/kg). Certains RIP1 présentent une homologie de séquence avec le domaine A
de la ricine et toutes posseédent un mode d’action trés proche de celui de ce domaine
(Barbieri et al., 1993 ; Barbieri et al., 1997 ; Battelli et al., 1997 ; Endo et al., 1988). Une
importante ressemblance structurale entre lectines et RIP2 de certaines graines a été
décrite (Barbieri et al., 1993). La plupart des RIP connues sont a chaine unique, pour
seulement une douzaine de type 2.
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Bien que capable d’inhiber la synthése protéique par les ribosomes d’insectes dans une
préparation acellulaire, la ricine n’est pas toxique pour une variété d’insectes de différents
ordres (Gatehouse et al., 1990 ; Maruniak et al., 1990). Les insectes insensibles a la ricine
inactivent probablement la protéine, ou n’internalisent pas 1’effectomere.

c) Les arcélines

Les arcélines sont des protéines insecticides présentent dans les graines de certaines
variétés sauvages du haricot, Phaseolus vulgaris, et y remplacant la protéine de réserve
phaséoline. Elles lui conférent une résistance aux bruches, en particulier a Zabrotes
subfasciatus, un des principaux ravageurs des haricots stockés, dont elles inhibent le
développement larvaire (Osborn et al., 1988). Une séquence similaire aux arcélines du
haricot commun a ét¢ découverte chez P. acutifolius, suggérant la présence de ces
protéines dans le genre Phaseolus. Des comparaisons de séquences montrent que les
arcélines appartiennent a la famille des protéines de « type lectine » du haricot qui
comporte les deux types de sous-unités des phytohémagglutinines PHA-L et PHA-E et les
inhibiteurs d’a-amylase de cette plante (Chrispeels and Raikhel, 1991). Les membres de
cette famille ont une structure tertiaire semblable’, mais leurs propriétés biologiques, leur
structure quaternaire et leur spécificité sont différentes. Les arcélines lient peu les sucres et
sont de pauvres hémagglutinants. Elles existent sous forme de dimeéres (Arc2), tétrameres
(Arc3 et 4) ou les deux (Arcl). Arc5 a été observée sous forme de dimeére en solution et de
monomere en cristal. Les variants d’Arc5 différent également par leur degré de
glycosylation, Arc5a contenant deux chaines glycanes et Arc5c aucune (Goossens et al.,
1994). Toutefois aucun lien n’apparait entre I’état d’oligomérisation, les propriétés de
liaison aux sucres et la glycosylation des arcélines.

Sur les sept variants all¢liques connus (Arc 1 a 7), allant de 27 a 42 kDa, Arc5 et Arcl
confeérent la meilleure résistance aux bruches (Cardona et al., 1990 ; Fory et al., 1996).
Toutefois, chaque variant est en réalité représenté par plusieurs polypeptides spécifiés par
différents genes (Hartweck et al., 1991) et il n’est pas clair que ces diverses isoformes
aient la méme efficacité contre les ravageurs : L’isoforme Arc5a, exprimée dans les
graines de P. acutifolius transgénique, n’apparait pas suffisamment active pour protéger la
plante de Z. subfasciatus (Goossens et al., 2000).

Le mécanisme d’action des arcélines n’est pas connu. Osborn et ses collaborateurs (1988)
les estiment toxiques alors que Minney et ses associés (1990) les considérent comme
inhibiteurs de la digestion, ce qui entrainerait la mort des larves par inanition. Toutefois,
les propriétés insecticides des arcélines pourraient étre liées a leur interaction avec les
glycoprotéines ou autres composants du tube digestif. Si les arcélines sont toxiques pour
Z. subfasciatus, elles ne semblent pas avoir d’effet sur Acanthoscelides obtectus, une autre
bruche, ravageur du haricot. Pour comprendre cette différence, des analyses de tissus
larvaires ont été effectuées et montrent qu’Arcl détruit les structures épithéliales de
certaines régions de I’intestin moyen de Z. subfasciatus mais pas d’A. obtectus (Paes et al.,
2000). De plus, Arcl est détectée dans 1’hémolymphe de Z. subfasciatus, indiquant sa
capacité a traverser les cellules du tube digestif.

? La structure de I’arcéline Arc5a présente un feuillet de 6 brins § plan et aplati contre un feuillet de 7 brins
B incurvé (Hamelryck et al.,1996), comme les lectines de Légumineuses (Famille de la base de structures
SCOP : Legume Lectin) (http://scop.berkeley.edu).
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(b) Canatoxines et uréases

Les graines de Canavalia ensiformis contiennent non seulement la lectine concanavaline
A, mais également de I'uréase ainsi que la protéine canatoxine, un puissant neurotoxique.
Cette derniere agit sous forme de dimere de chaines de 95 kDa, liées de fagon non
covalente, et représente 0,5% du poids sec de la graine (Carlini and Guimaraes, 1981).
Elle agit comme une hémilectine mais en interagissant avec des glycoconjugués plus
complexes comme les gangliosides (Carlini and Guimaraes, 1981), se rapprochant ainsi
plus des hémilectines bactériennes neurotoxiques, comme les toxines botulique et
tétanique (Eidels et al., 1983).

La canatoxine présente une forte homologie de séquence avec I'uréase des mémes graines
(Follmer et al., 2001) et en apparait comme un variant. Elle ne posseéde toutefois que 30%
de ’activité uréolytique de 1’uréase. L’uréase présente également certaines propriétés
biologiques de la canatoxine, comme la toxicité sur les insectes, I’activité¢ hémilectine ou
encore 1’activation des plaquettes du sang. L’activité enzymatique de ces protéines n’est
pas responsable de leur effet sur les plaquettes ou de la toxicité intrapéritonéale chez la
souris de la canatoxine (Follmer et al., 2001). Les diverses propriétés biologiques de ces
protéines semblent liées a des domaines structuraux différents.

Les homologues de la canatoxine sont bien répartis au sein des Légumineuses, et méme
chez des especes comestibles (Carlini et al., 1988). Leur accumulation s’effectue pendant
la maturation de la graine (Barcellos et al., 1993). Ces caractéristiques suggerent un rdle
important, probablement li¢ a la défense. En effet, la canatoxine est mortelle par ingestion
pour les insectes ayant pour enzymes digestives principales des cathepsines B et D,
comme Callosobruchus maculatus (Coleoptera) et Rhodnius prolixus (Hemiptera). Au
contraire, les insectes dont la digestion repose sur des enzymes trypsiques ne sont pas
affectés. Les cathepsines B et D activeraient la toxine en la coupant pour donner un ou
plusieurs peptides insecticides (Carlini et al., 1997). Toutefois le mode d’action de ces
peptides reste inconnu. Dix-huit & 24 heures apres le repas, ils ne sont plus présents dans
I’intestin des nymphes de R. prolixus mais dans son hémolymphe (Ferreira-DaSilva et al.,
2000). Cependant, la mortalit¢ ne culmine que 3 jours apres l’ingestion, indiquant
probablement le temps nécessaire pour atteindre une concentration critique de ces peptides
dans I’organe ou le tissu cible, encore non identifié.

(c) Inhibiteurs enzymatiques

Les aliments consommés par les insectes phytophages sont constitués essentiellement de
polymeéres de nature glucidique comme [’amidon, la cellulose et 1’hémicellulose et
protéique comme les holo- et hétéroprotéines (glyco-, lipo- ou métalloprotéines).

Chez les insectes, la digestion est séquentielle et peut étre divisée en trois phases : initiale,
intermédiaire et finale. La phase initiale met en jeu des polyméres hydrolases (amylases,
protéases) qui fragmentent les composés ingérés de grand poids moléculaire en oligomeres
protéiques ou glucidiques. Ces derniers sont a leur tour découpés par les oligomeres
hydrolases lors de la phase intermédiaire pour libérer le maltose, le cellobiose et les
dipeptides issus respectivement de I’amidon, de la cellulose et des protéines. Dans la
phase finale, ces composés de faible poids moléculaire sont dégradés par la maltase, la
cellobiase et les dipeptidases, en unités simples directement absorbables, les nutriments.

Il existe des composés d’origine et de nature diverses dont la présence ralentit ou anhile
I’acte catalytique des enzymes. Ce sont les inhibiteurs d’enzymes. Leur présence conduit
a un déréglement du métabolisme de 1’organisme concerné, déréglement qui peut
entrainer un retard de croissance, de développement voire la mort des individus.
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En plus de I’'intérét de leur étude pour la nutrition et la toxicologie alimentaire, les
inhibiteurs d’enzymes sont des outils potentiellement importants pour la protection des
végétaux. Parmi les inhibiteurs naturels des plantes, les inhibiteurs protéiques les plus
¢tudiés sont ceux de protéases et d’amylases.

a) Inhibiteurs de protéases (IP)

Les protéases sont les enzymes responsables de la dégradation des protéines. Les
endoprotéases sont classées en quatre groupes sur la base de la nature chimique des
groupements responsables de I’activité catalytique :

 Les protéases a sérines (EC 3.4.21)"*

* Les protéases a cystéines (EC 3.4.22)

* Les protéases acides (2 aspartate ou glutamate) (EC 3.4.23)

* Les métalloprotéases (avec Zn*", Ca*" ou Mn”") (EC 3.4.24)
La protéolyse étant un phénomene cellulaire trés contr6lé, un grand nombre d’inhibiteurs
naturels sont présents chez les microorganismes, les plantes et les animaux. Ils sont classés
par rapport au type de protéase qu’ils inhibent.

(i) Les inhibiteurs de protéases a sérine

Les protéases a sérine constituent sans aucun doute les protéases les plus étudiées et le
mieux caractérisées actuellement. Il n’est donc pas étonnant que la majorité des inhibiteurs
naturels de protéases connus a ce jour soient des inhibiteurs de protéases a sérine. Une
classification de ces inhibiteurs en fonction du mécanisme d’inhibition, permet de
distinguer trois principaux groupes (Laskowski and Kato, 1980) dont les inhibiteurs
canoniques sont les seuls présents chez les végétaux. Ces inhibiteurs canoniques des
protéases a sérine sont d’ailleurs les IP a sérine les plus nombreux. Bien que ces molécules
aient des modes de repliement compleétement différents, elles possédent toutes en commun
une boucle inhibitrice exposée vers l’extérieur, de séquence variable mais dont la
conformation P3-P3’ (six résidus autour du site inhibiteur)’ est trés similaire, et appelée de
ce fait conformation canonique. La structure 3D qui porte cette boucle, comporte un cceur
hydrophobe trés compact, stabilisé le plus souvent par plusieurs ponts disulfures, ce qui
rend ces molécules remarquablement stables. On peut considérer que la formation du
complexe protéase-inhibiteur résulte de 1’association entre deux molécules rigides.
L’interaction est limitée a la région de la boucle inhibitrice avec le site actif de I’enzyme,
mais elle est tres spécifique du fait de la complémentarité trés élevée de forme entre les
deux surfaces moléculaires. L’affinit¢ de I’IP pour I’enzyme est trés grande mais a la
différence d’un substrat, la liaison peptidique sensible P1-P1’ est hydrolysée tres
lentement.

Richardson (1991) en se basant sur 1’homologie structurale entre les séquences, sur la
localisation des ponts disulfures et sur la position du site actif, a défini sept familles d’IP a
sérine. Les deux familles qui renferment le plus grand nombre de séquences connues sont
les inhibiteurs de la famille Bowman-Birk ayant deux sites actifs (Birk, 1976), et de la
famille Kunitz. Ces derniers d’environ 20 kDa, ne possédent qu’une seule chalne avec un
seul site réactif, renfermant 2 ponts disulfures. Certains inhibiteurs de protéases a sérine
sont bifonctionnels, agissant é¢galement sur des a-amylases (cf. b)).

4 Numérotation selon la nomenclature des enzymes (Commission on Biochemical Nomenclature, 1972), telle
que décrite dans la base ENZYME (Bairoch, 2000).
* numérotation des acides aminés selon Schechter and Berger (1967).
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(ii) Les inhibiteurs de protéases a cystéine
Les cystatines, ainsi nommeées pour leur capacité a bloquer 1’action des protéases a
cystéine, en sont les principaux inhibiteurs endogenes. Ces molécules sont des inhibiteurs
protéiques a forte affinité et réversibles. La super famille des cystatines est divisée en trois
familles chez les mammiferes, selon des caractéristiques structurales et leur localisation
cellulaire (Barrett, 1987) :

* les stéfines (famille 1) d’environ 100 acides aminés (11 kDa). Elles ne possedent
pas de ponts disulfure et leur localisation est principalement intracellulaire.

* les cystatines (famille 2) sont des molécules un peu plus complexes constituées
d’environ 115 acides aminés (13 kDa). Elles renferment en général deux ponts
disulfure qui forment deux boucles a proximité de I’extrémité C-terminale de 1’IP.
Elles sont présentes dans beaucoup de fluides extracellulaires.

* les kininogénes (famille 3) apparaissent avec leur structure complexe de 60 a 120
kDa comme les membres les plus évolués de la superfamille des cystatines.

Les inhibiteurs de protéase a cystéine de plantes (phytocystatines) présentent des
caractéristiques des familles 1 et 2 (Arai et al., 1998 ; Turk et al., 1997), mais ils ont la
particularit¢ de ne pas posséder de ponts disulfures (Nagata et al., 2000). Les
phytocystatines, présentes dans diverses mono- et dicotylédones, ont une masse
moléculaire de 5 a 87 kDa. Elles ont été purifiées a partir de nombreuses graines (Abe et
al., 1987 ; Pernas et al., 1998), mais la présence de ces IP a aussi été révélée dans d’autres
tissus tels que les feuilles (Zhao et al., 1996), les fruits (Kimura et al., 1995) et le pollen
(Rogers et al., 1993). On distingue deux groupes de phytocystatines. Les premicres, a
domaine unique, sont majoritaires. Le deuxiéme type regroupe les inhibiteurs possédant
plusieurs domaines, comme les multicystatines des tubercules de pomme de terre ou des
graines de tournesol (Kouzuma et al., 2000 ; Walsh and Strickland, 1993).

Les structures 3D obtenues par cristallographie de deux membres représentatifs de la
superfamille, la cystatine de poulet (Bode et al., 1988) et la stéfine B humaine complexée
avec la papaine (Stubbs et al., 1990), ont permis de comprendre le mécanisme d’action de
ces inhibiteurs. La structure de ces molécules consiste notamment en un feuillet {3
antiparalléle composé de cinq brins. A 1’une des extrémités du feuillet 3 se trouve une
séquence consensus du type QxVxG, flanquée de part et d’autre de la région dipeptide PH
pour les familles 2 et 3 et de la région N-terminale possédant une glycine invariante en
position 9. Ces trois régions, formant le site inhibiteur, ne sont pas contigués dans la
séquence et donnent a I’IP une forme en “coin”, de nature hydrophobe, tout a fait
complémentaire du site actif de la papaine et d’autres protéases a cystéine. A la différence
de substrats liés dans le site actif de I’enzyme, la région N-terminale adopte une structure
en épingle a cheveux qui lui permet de contourner la cystéine 25 du site catalytique, et ne
peut donc pas étre clivée (Bode and Huber, 2000).

Les phytocystatines different des inhibiteurs des animaux par leur tres forte activité vis-a-
vis des protéases du tube digestif des insectes, les rendant particulierement attractives en
tant qu’agent de contrdle de ces ravageurs (Bode and Huber, 1992).

(iii) Les inhibiteurs de métalloprotéases et de protéases
acides
Ces dernieres classes d’inhibiteurs n’ont ét¢ mises en évidence que dans trés peu
d’organismes. De manicre générale, trés peu d’inhibiteurs de métalloprotéases ou de
protéases acides sont connus a ce jour.
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Un inhibiteur de protéase acide a été caractérisé chez la courge (Christeller et al., 1998).
Cette molécule de 10,5 kDa circule dans le phloéme mais sa cible physiologique n’est pas
connue. Cet IP est capable d’inhiber une protéase acide synthétisée par un champignon
pathogene des Cucurbitacées, suggérant un rdle possible dans la défense de la plante
contre les pathogenes.

(iv) Le réle des inhibiteurs de protéases chez les plantes
Les IP dans les plantes, du moins pour ce qui concerne les serpines et cystatines les plus
étudiées, semblent remplir plusieurs fonctions.

e Régulation des protéases endogéenes
Certains IP sont impliqués dans la régulation des protéases endogeénes de la plante, lors de
la régulation de la mort cellulaire programmée ou apoptose (Solomon et al., 1999), la
régulation de la mise en place des réserves dans la graine (Abe et al., 1987) et la
régulation de la mobilisation des réserves lors de la germination (Papastoitsis and
Wilson, 1990).

e Protection contre les phytopathogénes et
insectes.
On trouve des IP en grande quantité dans les organes de réserve comme les graines ou les
tubercules (10 a 15% des protéines totales), et dans les fruits immatures. En plus du rdle
direct de stockage, la prévalence des IP dans les organes de réserve suggére un role
défensif contre les herbivores et en particulier les insectes.
Beaucoup de plantes répondent a 1’attaque des herbivores en activant des génes de défense
dont les produits réduisent la qualité nutritionnelle des protéines ingérées (Polyphenol
oxydase) et inhibent les protéases digestives de ’insecte (IP), ce qui peut étre directement
lié¢ a une augmentation de résistance (Ryan, 1990).

La démonstration directe du role négatif des IP sur la croissance des larves d’insectes a été
faite en 1987. Des lignées de tabac transgéniques résistantes a 1’attaque des larves
d’Heliothis virescens ont été créées par expression constitutive de I’inhibiteur trypsique du
niébé (CpTI) (Hilder et al., 1987). Lorsque les larves de premier stade se nourrissent de
feuilles dans lesquelles CpTI représente 1% des protéines solubles, on observe aprés 7
jours, une mortalité de 62,5% des larves. Les larves survivantes présentent un retard de
croissance (-70%). Ces plantes transgéniques sont, par conséquent, beaucoup moins
défoliées.

Toutefois, dans le cas des inhibiteurs inductibles des Solanacées, on observe rarement ces
effets déléteres séveres lorsque les insectes sont nourris sur des milieux nutritifs artificiels
contenant des concentrations en IP similaires a celles produites par les plantes blessées
(Jongsma and Bolter, 1997). Cette observation suggere que les IP agissent sur ’insecte en
interaction avec d’autres molécules produites par la plante, comme les composés
phénoliques ou les alcaloides. Par conséquent, les inhibiteurs de protéases seraient une des
composantes de la réaction de défense des plantes, et non 1’'unique effecteur.

Depuis les travaux de Hilder, une quinzaine de plantes transgéniques exprimant des IP se
sont révélées efficaces contre les insectes cibles. Ce sont surtout des inhibiteurs de
protéases a sérine (les plus étudiés chez les plantes), efficaces contre les larves de
Iépidopteres, qui ont été¢ introduits dans ces plantes (Tableau 5). Les bio-essais montrent
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que la diminution du poids des larves se développant sur les plantes transgéniques est bien
proportionnelle au niveau de sur-expression de I'IP.

Bien que la gamme d’inhibiteurs de protéases, ainsi que celle des plantes d’intérét
agronomique transformées, soient en augmentation, la viabilité commerciale de cette
stratégie n’est toujours pas démontrée. Le niveau de protection atteint grace a la sur-
expression d’IP dans les plantes transgéniques est, dans certains cas, supérieur a 50 % en
terme de réduction des dégats, de mortalité des larves ou de diminution de la biomasse.
Mais ces niveaux ne sont pas considérés comme étant suffisants commercialement. Ils
n’atteignent pas ceux des variétés exprimant des toxines de Bacillus thuringiensis
(quelques dizaines de microgrammes de toxine par gramme de tissus induisent plus de
95 % de mortalit¢).

Tableau 5 : Exemples de plantes transgéniques exprimant des inhibiteurs de protéases.

Inhibiteur de protéase Insectes cibles Plantes Références
1P a sérine
Heliothis virescens Tabac (Hilder et al., 1987)
CpTI Manduca. sexta
(Inhibiteur de trypsine  Chilo suppressalis Riz (Xu et al., 1996)
de V. unguiculata).  Spodoptera infestans
Pieris rapae Chou (Hao and Ao, 1997)
H. armigera
Otiorhynchus sculatus (C) Fraise (Graham et al., 1995)
Kunitz du Soja H. virescens Tabac (Gatehouse et al.,
(inhibiteur de trypsine) 1993)
S. littoralis (Marchetti et al.,
2000)
Pot2 M. sexta (Johnson et al., 1989)
(inhibiteur de trypsine
de la Pomme de Terre) Plagiodera versicolor (C) Peuplier (Klopfenstein et al.,
1997)
Inhibiteur Plutella xylostella Arabidopsis  (De Leo et al., 2001)
multidomaines de Mamestra brassicae et Colza
Sinapis alba
Cystatines
oC1 M. persicae (H) Colza (Rahbé et al., 2003)
(oryzacystatine duriz)  Chrysomela tremulae (C) Peuplier (Leplé et al., 1995)
Arabidopsis thaliana C. populi (C) (Delledonne et al.,
2001)

(C) : Coléopteéres, (H) : Homopteres, les autres insectes cibles sont des Lépidopteres.

(v) Effets de lI'ingestion d’inhibiteurs de protéases sur
les protéases des insectes
De nombreux travaux ont eu pour objet 1’identification des enzymes digestives et la
détermination de la structure fine du tube digestif chez des insectes d’ordres et de régimes
alimentaires différents (pour revue : Terra and Ferreira, 1994).
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e Déséquilibre du pool d’acides aminés

De nombreuses études ont été menées afin de déterminer I’effet de l’ingestion
d’inhibiteurs de protéases sur la survie et le développement de I’insecte. Ces essais ont été
effectués in vivo grace a I’incorporation de I’'IP dans un milieu nutritif artificiel (Bown et
al., 1998 ; Christeller et al., 1992 ; Christeller et al., 1994 ; Liang et al., 1991). En
comparaison avec le milieu nutritif contrdle, la présence d’un IP efficace permet
d’observer une augmentation de la mortalité des larves, une perte de poids et un retard de
développement (Gatehouse et al., 1999b ; Jongsma and Bolter, 1997). Ce sont des
substances antimétaboliques et antinutritives responsables d’une réduction du taux de
protéolyse et donc d’une moindre disponibilité en acides aminés de 1’alimentation
conduisant a un retard de croissance larvaire (Burgess et al., 1994 ; De Leo et al., 1998 ;
Orr et al., 1994). Un enrichissement du milieu nutritif en acides aminés soufrés
(méthionine, cystéine) élimine les effets déléteres des IP sur la croissance larvaire
(Broadway, 1996 ; Gatehouse and Boulter, 1983 ; Oppert et al., 1993). Ces auteurs
montrent également que les retards de croissance observés sont corrélés a une hyper-
production de protéases digestives en réponse a I’ingestion d’IP. Le taux de digestion des
protéines in vivo peut ainsi étre maintenu malgré la présence de I’IP. Cette hyper-
production de protéases mobiliserait des acides aminés soufrés au détriment de la synthése
d’autres protéines essentielles. Le détournement métabolique ainsi induit semble conduire
a un déséquilibre du stock d’acides aminés disponibles, qui aboutit finalement a
I’apparition de carences en certains d’entre eux (certainement correspondant aux acides
aminés faiblement représentés dans la nourriture ingérée). Les IP n’agissent donc pas
forcément par simple blocage de I’assimilation des protéines mais aussi par mobilisation
des réserves d’acides aminés de la larve en vue de la synthése de protéines.

*  Stratégie adaptative des insectes face a
l'ingestion d’'IP
Malgré les résultats encourageants que I’on observe grace a I’expression d’inhibiteurs de
protéases exogeénes pour lutter contre les insectes phytophages, certaines lignées
transgéniques ne présentent aucun gain de résistance, voire des effets inverses, les insectes
se développent beaucoup mieux (effets probiotiques).
Les effets de I’ingestion d’inhibiteurs de protéases sur les insectes sont trés complexes.
Chaque espéce d’insecte, voire chaque population d’insecte, réagit différemment a la sur-
expression d’inhibiteurs de protéases dans son alimentation (Girard et al., 1998a). Grace a
I’¢tude de quelques cas, il a été¢ mis en évidence trois stratégies adaptatives :

* La détoxication de 1’alimentation par dégradation de I’IP. Par exemple, les
peupliers transgéniques exprimant constitutivement I’oryzacystatine (OC-I)
présentent un gain de résistance aux larves du coléoptére C. tremulae. En effet,
40% des larves meurent apres ingestion des feuilles de ces peupliers en fin de
cycle. Pourtant, aucun effet délétere n’est observé lorsque les larves de la phédone
du cresson (P. cochleaciae) se nourrissent sur des colzas transgéniques exprimant
OC-I (Girard et al., 1998b). De plus, aucun changement au niveau de la nature des
protéases ou de leur niveau d’activité n’est observé, aucune réponse de
compensation n’est mise en place. La résistance des larves de phédone semble étre
médiée par la dégradation d’OC-I qui perd rapidement son activité. Ce systeme de
détoxication met en jeu des protéases a sérine en association avec des leucine-
aminopeptidases déja présentes dans le tube digestif de la larve.
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L’adaptation favorable suite a un faible niveau d’expression de I’'IP. Lorsque
I’inhibiteur trypsique de la moutarde MTI-2 est exprimé a un taux de 1,6% des
protéines solubles dans les feuilles d’A4. thaliana ou de tabac transgéniques, des
effets délétéres sur les larves du Iépidoptere S. littoralis (20% de mortalité, 50% de
réduction de croissance, 56% de réduction de la fertilité¢) sont observés ainsi
qu’une réduction des dommages foliaires (De Leo et al., 1998 ; De Leo and
Gallerani, 2002). Par contre, lorsque ces larves se nourrissent de feuilles de plantes
transgéniques exprimant I’inhibiteur & un faible niveau (0,5% des protéines
solubles), les larves se développent plus rapidement et plus efficacement,
provoquant des dégats beaucoup plus importants sur la plante (+ 26%). Ces
observations sont corrélées a une sur-expression de protéases pré-existantes et
sensibles @ MTI-2 in vitro. L’accroissement de la consommation foliaire peut étre
la conséquence d’une diminution de la qualité nutritive de 1’aliment du fait de la
présence de I’IP, et/ou d’une activité protéolytique accrue chez ces larves.
L’induction de protéases insensibles a I’IP. De nombreuses €quipes ont pu
révéler la néo-synthése de protéases insensibles a I’inhibiteur ingéré (Bown et al.,
1997 ; Broadway, 1995 ; Jongsma et al., 1995). L’équipe de Jongsma a pu montrer,
que contrairement aux résultats encourageants obtenus avec les tests en milieux
artificiels, le développement des larves du Iépidoptere S. exigua n’est pas affecté
par I’expression constitutive de PI-II (inhibiteur de protéases a sérine de la pomme
de terre) dans des tabacs transgéniques. Ces insectes mettent en place un
mécanisme d’adaptation par induction de protéases insensibles a I’inhibiteur.
Exposées continuellement a I’inhibiteur, les larves modifient la nature de leurs
protéases, réduisant ainsi leur sensibilité et abolissant I’effet antimétabolique du
produit du transgéne. Bown et al. (1997) ont pu éclaircir le mécanisme moléculaire
impliqué dans cette réponse adaptative. Le génome du Iépidoptere H. armigera
renferme au moins vingt huit génes codant des protéases a sérine. Bien que les
résidus du site actif soient conservés, les résidus impliqués dans le contact
protéase-inhibiteur sont variables entre les différentes isoformes (démontrant a
nouveau la trés fine spécificité d’interaction entre I’inhibiteur et sa cible). Ainsi,
I’expression de ces différents geénes peut étre différentiellement induite selon la
nature de I’inhibiteur. Récemment, Mazumdar Leighton et Broadway (2001) ont
mis en évidence la cinétique d’induction de ces différentes classes de protéases. La
réponse des larves de 1€pidoptéres se décompose en deux phases : tout d’abord, il y
a surexpression de protéases sensibles a partir d’un pool d’ARNm pré-existants, et
ensuite induction d’une synthése de novo de messagers codant pour des protéases
insensibles. Ces protéases insensibles sont détectées deux heures aprés 1’ingestion
de I’inhibiteur (Broadway, 1997). Enfin, I’étude de ’interaction entre H. armigera
et sa plante hote (pois chiche) montre que les protéases de la larve sont capables de
dégrader les inhibiteurs de protéases synthétisés par la plante pour se protéger (Giri
et al., 1998). L’induction de protéases insensibles aux inhibiteurs de protéases
endogenes, induits lors de la blessure, semble étre un mécanisme fréquent grace
auquel les insectes peuvent contourner I’accumulation d’IP. Ces résultats
démontrent la rapidité de la réponse adaptative, la plasticité de la physiologie
digestive des insectes, ainsi que la complexité de la régulation de tous ces genes
codant des protéases.

63



Introduction

b) Inhibiteurs d'alpha-amylases (IA)

Les a-amylases ou a1,4-glucane-4-glucanohydrolases (EC 3.2.1.1) sont des enzymes tres
répandues dans le monde vivant, hydrolysant les polymeres glucidiques liés en o 1,4
comme 1’amidon et le glycogéne, en oligosaccharides. Elles sont les enzymes digestives
principales de nombreux insectes se nourrissant exclusivement de graines durant leur vie
larvaire et/ou imaginale. Les inhibiteurs d’a-amylases (IA) protéiques font partie des
mécanismes de défense de nombreuses plantes et sont particulierement abondants dans les
céréales (Abe et al., 1993 ; Feng et al., 1996 ; Tulek et al., 2000 ; Yamagata et al., 1998) et
les légumineuses (Giri and Kachole, 1998 ; Marshall and Lauda, 1975 ; Melo et al., 1999).
Ces IA représentent un intéressant potentiel pour la création de plantes transgéniques
résistantes a différents ravageurs (Chrispeels et al., 1998 ; Gatehouse and Gatehouse,
1998). Toutefois, la détermination de leur spécificité est une étape essentielle préliminaire
a leur utilisation. En général, les IA inhibent plusieurs a-amylases de différents
organismes mais certains sont spécifiques des insectes. On distingue six classes d’IA
protéiques de plantes, selon leur structure : les lectin-like, les type « céréales », les Kunitz,
les thaumatin-like, les knottines et les défensines. Ces deux dernieres familles, peptidiques
seront abordées au paragraphe 2)(a).

(i) Les IA de type lectine.
Il s’agit d’inhibiteurs d’amylases caractérisés chez différentes variétés de Phaseolus
vulgaris. La premiére isoforme découverte, aAll, a été identifiée comme homologue de la
lectine PHA (Moreno and Chrispeels, 1989). Les lectines PHA, les oAl et les arcélines
constituent une famille de protéines de défense des graines de Phaseolus. Les génes des
membres de cette famille sont liés dans le génome de P. vulgaris, leur séquences
protéiques sont hautement homologues (45 a 85% d’identité) et ils dérivent probablement
d’un géne ancestral par duplication et divergence (Chrispeels and Raikhel, 1991 ; Mirkov
et al., 1994).
Les différents variants d’aAl présentent des spécificités différentes. aAll inhibe 1’a-
amylase pancréatique du porc (PPA) ainsi que celles de Callosobruchus maculatus et C.
chinensis mais pas celle de Z. subfasciatus. Alpha-AlI2 posséde un profil d’inhibition
contraire (Grossi De Sa et al., 1997).
Leur structure active est un hétérotétramére de deux glycopeptides de chaque sous-unité o
et B de 7,8 et 14 kDa respectivement. Chaque tétramere inhibe deux molécules d’a-
amylases. Des analyses structurales du complexe entre aAll et I’amylase de Tenebrio
molitor (TMA) montrent que deux boucles en épingle a cheveux (résidus 29-46 et 171-
189) sont insérées dans le site actif y formant un réseau de liaisons hydrogenes, empéchant
le substrat de I’enzyme de se lier (Nahoum et al., 1998).
Ces inhibiteurs sont toxiques pour divers insectes ravageurs (Grossi De Sa et al., 1997 ;
Huesing et al., 1991 ; Ishimoto and Kitamura, 1989). Des pois transgéniques exprimant
aAll dans leur graines ont montré une résistance totale aux bruches C. chinensis, C.
maculatus et Bruchus pisorum (Schroeder et al., 1995 ; Shade et al., 1994), méme en
condition de plein champs (Morton et al., 2000). Les pois transgéniques ont peu d’effets
sur la digestion de rats (Pusztai et al., 1999), suggérant la possibilité d’incorporer ces
inhibiteurs dans des plantes alimentaires, sans danger pour ’homme ou le bétail.
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(ii) Les IA des céréales.
Ces inhibiteurs d’a-amylases sont composés de 120 a 160 acides aminés, 5 ponts disulfure
et sont connus comme allergénes des farines de céréales (Buonocore et al., 1977 ; Garcia
Casado et al., 1996). L’inhibiteur du blé 0.19 et celui, bifonctionnel, du ragi (Eleusine
coracana) RBI en sont les plus étudiés. L’inhibiteur 0.19, nomm¢ ainsi pour sa mobilité
en gel d’électrophorése, agirait sous forme de dimere sur les a-amylases des oiseaux,
bacilles, mammiféres et insectes (Feng et al., 1996 ; Franco et al., 2000). Sa structure
montre 5 hélices a d’orientation alternée (Oda et al., 1997).
RBI est un monomere inhibant a-amylase et trypsine. Sa structure tridimensionnelle est
trés proche de celle de 0.19, étant globulaire avec 4 hélices a alternées et un petit feuillet 3
antiparalléle. Il inhibe une variété d’amylases dont PPA et TMA. La structure du
complexe RBI-TMA montre que ’inhibiteur se lie au site actif de I’enzyme, empéchant la
liaison du substrat (Strobl et al., 1998). L’extrémité N-terminale et les résidus Ps; & Css
s’inserent dans le site de liaison de 1’enzyme, les acides aminés de la partie N-terminale
formant des liaisons hydrogénes avec les résidus catalytiques de I’enzyme. Les 10 acides
aminés N-terminaux sont d’ailleurs suffisants pour 1’inhibition de I’enzyme (Alam et al.,
2001).
Cette famille d’IA des céréales est multigénique et les différentes séquences fournissent
un important champ de spécificités (Garcia Casado et al., 1994).

(iii) Les IA de type Kunitz

Les inhibiteurs d’a-amylases de la famille Kunitz possédent environ 180 acides aminés
dont 4 cystéines et sont présents dans les céréales. Le mieux caractérisé de ces inhibiteurs
est BASI (Barley Amylase Subtilisin Inhibitor) qui provient de 1’orge et inhibe a-amylase
et subtilisine (une protéase a sérine) (Mundy et al., 1983). Sa structure en tréfle de brins
(Vallé et al., 1998) est partagée par I’inhibiteur de trypsine d’Erythrina caffra (Onesti et
al., 1991) et la chaine B de la ricine (Rutenber and Robertus, 1991). Le mode d’action de
BASI est différent des Al ou de RBI car il n’interagit pas directement avec les résidus
catalytiques de I’enzyme AMY2 (I’a-amylase 2 de ’orge) mais avec des domaines
proches du site catalytique, bloquant son acces au substrat (Vallé et al., 1998).

BASI est impliqué dans la régulation d’AMY2 endogéne lors de la dégradation des
sucres des graines (Kadziola et al., 1998). Il posseéde é¢galement un role de défense des
graines vis-a-vis de protéases et amylases externes produites par divers ravageurs et
pathogenes (Garcia Olmedo et al., 1992). Ces inhibiteurs bifonctionnels sont spécifiques
des amylases endogenes et d’insectes mais ne semblent pas étre actifs sur celles des
mammiferes.

(iv) Les IA de type thaumatine.
Ces inhibiteurs d’environ 22 kDa sont proches des protéines de défense PRS
(Pathogenesis Related group 5) et de la thaumatine, une protéine au goit sucré du fruit de
Thaumatococcus danielli (Cornelissen et al., 1986). Le plus étudié de ces inhibiteurs est la
zéamatine, bifonctionnelle, de Zea mays. La z€éamatine est consituée de 13 brins 3 dont
11 forment un sandwich au cceur de la molécule (Batalia et al., 1996). Plusieurs boucles
partent de ce cceur et sont maintenues par un ou plusieurs des 8 ponts disulfures. Cet
inhibiteur n’est pas glycosylé et inhibe la trypsine pancréatique du porc et les a-amylases
de Tribolium castaneum, Sitophilus zeamais et Rhyzoperta dominica (Schimoler O'
Rourke et al., 2001). Un homologue de cette protéine (osmotine du tabac) est également
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connue pour son activité antifongique qui ne dépend pas de I’inhibition enzymatique mais
de la perméabilisation des cellules (Abad et al., 1996).

(v) Interét des inhibiteurs d’enzymes bifonctionnels.

Les inhibiteurs bifonctionnels, contre amylases et protéases, sont assez courants et leur
utilisation pour la protection des végétaux face aux insectes est attrayante. Dans le cas du
RBI, la formation d’un complexe stable amylase-RBI-trypsine a été observé (Maskos et
al., 1996). Les deux sites d’inhibition sont indépendants : la partie N-terminale pour
I’amylase et une boucle canonique de type substrat liant la trypsine. Pour les IA de type
Kunitz, la présence de deux sites indépendants est suggérée par les études faites sur
I’inhibiteur du blé WASI (Wheat Amylase Subtilisin Inhibitor). Son activité anti-
amylasique est conservée apres incubation avec la protéinase K qu’il inhibe (Betzel et al.,
1988). Pour la z€éamatine, il reste a déterminer si elle posseéde des site indépendants.

Un inhibiteur d’a-amylase d’insectes, isolé des graines de Coix lachrima jobi posséde une
activité chitinase (Ary et al., 1989), connue pour étre également une activité de défense
des plantes (Bishop et al., 2000) contre insectes et champignons pour lesquels la chitine
est un polymere de grande importance. Cette protéine représente donc un autre potentiel
pour la protection des végétaux, méme s’il requiert une plus ample caractérisation.

L’utilisation de ces inhibiteurs d’enzyme pour la production de plantes transgéniques
résistantes nécessite qu’ils soient actifs contre plusieurs ravageurs d’une méme plante et
qu’ils n’interférent pas avec les enzymes endogenes de la plante. L’activité sur les
amylases des mammiferes est moins rédhibitoire car les IA sont dénaturés par la cuisson
avant ingestion. Les inhibiteurs de type Kunitz comme BASI, a forte affinité pour les
enzymes des plantes, sont défavorisés. Les inhibiteurs de type céréales, WRP 25 a 27,
ainsi que la zéamatine et AAI (type knottine) sont inactifs sur les enzymes de mammiferes
mais actifs sur celles d’insectes et semblent particuliérement intéressants.

La variabilité fonctionnelle et structurale des IA permet la recherche de variants naturels
de spécificités et caractéristiques désirées. Toutefois, la connaissance des bases
structurales de I’interaction des inhibiteurs avec leurs enzymes permettrait de créer de
nouveaux inhibiteurs.

La coupure des IA par les protéases digestives des insectes peut compliquer le contrdle
des ravageurs par ces inhibiteurs. De plus, la présence de plusieurs a-amylases dans un
unique insecte (Silva et al., 1999) nécessite 'utilisation d’IA de spécificité assez large
sous peine, dans le cas contraire, de n’avoir aucun impact sur la digestion et de ne pas
protéger les plantes. Toutefois les IA sont prometteurs pour le contrdle des bruches des
grains stockés comme le montrent les essais de plantes transgéniques exprimant olAll
(Morton et al., 2000 ; Schroeder et al., 1995 ; Shade et al., 1994).

(d) Chitinases et protéines affines de la chitine

La chitine, homopolymere linéaire de N-acétyl-D-glucosamine (GlcNAc) liées en 3(1,4),
est un composant structural essentiel des parois cellulaires fongiques, de la cuticule des
insectes et de ’enveloppe des ceufs de nématodes. Elle est donc une cible spécifique
(absente des végétaux et des vertébrés) de grand intérét pour le développement de
pesticides.

Les lectines de spécificité GlcNAc interférent avec la synthese de la chitine des insectes et
des champignons (Cohen, 1993). Les vicilines de légumineuses lient les structures a base
de chitine dont celles du tube digestif de C. maculatus et Z. subfasciatus (Firmino et al.,
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1996) et les parois et membranes cellulaires des levures et champignons (Gomes et al.,
1998). Les vicilines extraites des graines de niéb¢ résistant a C. maculatus et d’autres
légumineuses ralentissent le développement larvaire de cet insecte (Sales et al., 2000 ;
Yunes et al., 1998). Elles agiraient en réduisant la disponibilité des acides aminés
(Firmino et al., 1996). Elles sont par contre inactives contre Z. subfasciatus.

D’autres protéines s’attaquent a la chitine dé¢ja formée en I’hydrolysant. Ce sont les
chitinases (EC 3.2.1.14). Toutes les plantes en possédent et les expriment
constitutivement dans les tissus les plus vulnérables ou en réponse a une attaque de
pathogénes, en tant que protéine PR (Pathogenesis Related) (Collinge et al., 1993 ; Samac
and Shah, 1991). La surexpression de certaines chitinases dans des plantes transgéniques
leur confére une résistance accrue aux pathogenes (Broglie et al., 1991 ; Grison et al.,
1996 ; Jach et al., 1995). Leur role dans la défense des plantes face aux champignons
pathogenes, en association avec les glucanases et chitosanases est bien démontré (Boller,
1986 ; Grenier and Asselin, 1990 ; Mauch et al., 1988 ; Rousseau Limouzin and Fritig,
1991). Les produits de la dégradation de la chitine induisent la production de composés de
défense (phytoalexines) et la SAR (systemic acquired resistance) (Brunner et al., 1998).
Enfin les chitinases sont une des cibles de la sélection dans la coévolution plante-
pathogene, s’adaptant rapidement aux défenses des pathogeénes (Bishop et al., 2000).
L’importance des chitinases dans la défense des plantes face aux insectes est moins bien
documentée. Toutefois, leur utilisation dans la lutte contre les Homoptéres en particulier
semble intéressante. Des pommes de terre transgéniques exprimant constitutivement la
chitinase du haricot (BCH) réduisent 1égérement la fécondité du puceron 4. solani dont les
nymphes sont alors significativement plus petites que sur plante non transformée (Down
R.E. cité par Gatehouse and Gatehouse, 1998).

La coexpression de la BCH avec la GNA dans des pommes de terre transgéniques montre,
par comparaison avec la GNA seule, I’effet négatif de la chitinase sur la production de
nymphes du puceron M. persicae (diminution des dégats par baisse de la survie des
adultes et de la fécondité totale) (Gatehouse et al., 1996).

Nous nous limitons ici aux protéines de défense des plantes face aux insectes mais il existe
de nombreuses autres protéines a activité antimicrobiennes, appelée protéines PR
(pathogenesis related). En plus de ces protéines de grosse taille, les plantes disposent d’un
arsenal de peptides pour se défendre face aux maladies et prédateurs.

2) Les peptides de défense (antimicrobiens et insecticides)

Les peptides de défense des plantes sont trés nombreux et variés, ici nous nous limitons a
présenter les principales familles structurales de peptides insecticides et antimicrobiens
aux modes d’action divers. De taille maximale d'environ 10 kDa, ils sont sans activité
enzymatique, en accord avec la terminologie utilisée pour les peptides antimicrobiens
d’animaux (Boman, 1995), et de structures bien définies souvent stabilisées par des ponts
disulfures.

(a) Principales familles structurales

Les peptides de défense des plantes présentés ici ont en commun d'étre riches en cystéine
formant des ponts disulfures qui les rendent compacts et stables. Leurs structures
primaires et leurs activités biologiques varient beaucoup d'une famille a l'autre et méme au
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sein d'une méme famille, mais leur structure tridimensionnelle est trés conservée,
définissant la famille. On distingue parmi ces familles les thionines, les défensines, les
protéines de transfert de lipides et les knottines.

a) Les thionines

Les thionines, appelées ainsi a cause de leur riche teneur en soufre (Balls et al., 1942),
comprennent les purothionines, premieres d'entres elles découvertes dans les grains de blé
(Balls et al., 1942), les a et  hordothionines de I'orge et de I'avoine (Gausing, 1987), les
viscotoxines responsables, avec la lectine viscumine, de la toxicité du gui (Samuelsson,
1974) et d'autres peptides extraits de diverses especes végétales. Les thionines sont des
peptides de 45-47 acides aminés avec trois ou quatre ponts disulfure et généralement
cationiques. Leur structure tridimensionnelle est bien conservée malgré des différences de
séquence et de nombre de ponts disulfure. Elles ressemblent a la lettre grecque tau I" avec
deux hélices alpha antiparalleles formant le bras long et un feuillet béta de deux brins
antiparalléles, constituant le bras court. Elles sont amphiphiles, leurs résidus hydrophobes
étant regroupés sur la surface externe du bras long (Clore et al., 1986 ; Hendrickson and
Teeter, 1981).

Selon leur séquence, cinq groupes peuvent étre définis mais au niveau structural, trois
groupes ont émergé sur la base du nombre et de 1'arrangement des ponts disulfure. Le
premier groupe contient les puro- et hordothionines ainsi que les peptides de Pyrularia
pubera (Vernon et al., 1985) qui présentent quatre ponts disulfure en 1-8, 2-7, 3-6, 4-5. Le
groupe 2 rapprochent les viscotoxines, les phoratoxines de Phoradendron tomatum et les
crambines (neutres) de Crambe abyssinica qui posseédent toutes trois ponts disulfure
connectés en 1-6, 2-5, 3-4. Enfin, le dernier groupe est formé de peptides tronqués des
neuf acides aminés C-terminaux (Garcia Olmedo et al., 1989) présentant la connectivité
emboitée typique des thionines pour leurs trois ponts. Le consensus Prosite correspondant
aux thionines est C-C-X5-(R,K)-X2-(F,Y)-X2-C.

Les thionines montrent diverses activités toxiques sur différents systémes biologiques
(Florack and Stiekema, 1994). Peu apres la découverte des purothionines, leurs propriété
bactéricide et fongicide étaient caractérisées (Stuart and Harris, 1942). Les thionines de
type I et II sont toxiques pour divers mammiféres lorsqu’injectées mais pas
lorsqu’administrées oralement (Coulson et al., 1942 ; Samuelsson, 1974). Kramer et a/
(1979) ont montré la toxicité de ces thionines par injection sur des larves de Manduca
sexta. La purothionine de 1’orge, incorporée a I’aliment, s’avere toxique pour le puceron
(Rahbé Y., communication personnelle). En plus de leur toxicité sur de nombreux
organismes, les thionines sont cytotoxiques pour les cultures cellulaires de mammiferes ou
d’insectes. La toxicité des thionines peut d’ailleurs étre mesurée par lyse de cellules de
moustiques et de Choristoneura fumiferana (Jones et al., 1985).

Elles sont exprimées sous forme de précurseurs avec un peptide signal suivi de la protéine
majeure puis d’'un domaine C-terminal acide qui jouerait le rdle d’un neutralisateur acide
de la toxicité du domaine basique effecteur pendant la synthese protéique (Bohlmann and
Apel, 1991).

Elles peuvent étre induites lors d'une infection bactérienne (Bohlmann et al., 1988 ; Epple
et al., 1995) et des plantes transgéniques exprimant ces peptides se sont avérées plus
résistantes a certaines infections que les plantes non transformées (Carmona et al., 1993 ;
Epple et al., 1997).
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b) Les défensines.

Les défensines des plantes sont des peptides cationiques de 45-54 acides aminés (environ
6 kDa) apparemment ubiquistes chez les Angiospermes et récemment identifiées chez les
Gymnospermes (Fossdal et al., 2003). Autrefois appelées y-thionines, elles représentent
toutefois un groupe structural distinct des thionines. De structure tridimensionnelle proche
de celles des défensines d'insectes, elles ont été renommées défensines de plantes (Terras
et al., 1995). Elles possédent 8 cystéines formant quatre ponts disulfures connectés en 1-8,
2-5, 3-6 et 4-7, bien qu’un cinquieme pont puisse €tre présent comme dans les défensines
de fleurs de Petunia hybrida récemment caractérisées (Janssen et al., 2003 ; Lay et al.,
2003). Peu d'acides aminés autre que les cystéines sont conservés parmi les défensines. On
distingue différentes classes selon leur structure primaire et leur activité (Osborn et al.,
1995). Toutefois, malgré ces différences, elles partagent la méme structure
tridimensionnelle composée d'un feuillet § a trois brins antiparalléles et d'une hélice a
(Almeida et al., 2002 ; Fant et al., 1998 ; Fant et al., 1999). Cette structure contient un
motif Csaf} (cystein stabilized o helix - § sheet) qui correspond a la connection de deux
ponts disulfure entre la séquence CxxxC de I'hélice et la séquence CxC du brin C-terminal.
Ce motif est commun a certaines neurotoxines de scorpions inhibitrices de canaux
ioniques (Kobayashi et al., 1991), a la protéine sucrée brazzéine (Caldwell et al., 1998),
ainsi qu’aux défensines d'insectes (Cornet et al., 1995).

Globalement, les défensines possedent des activités biologiques diverses et peuvent étre
divisées en quatre groupes d'apres leur activité antimicrobienne. Le groupe I inhibe les
bactéries gram+ et les champignons entrainant un branchement particulier des hyphes
(groupe morphogénique). Le deuxieme groupe inhibe uniquement les champignons, sans
changement de forme des hyphes (non morphogénique). Le groupe III est actif contre
gram+ et gram-. Enfin, les peptides du groupes IV sont actifs sur les deux types bactériens
et les champignons (action antifongique non morphogénique). Il existe également une
classe de défensine inhibant les amylases ou protéases. Enfin, certaines défensines ont
montré une activité inhibitrice sur la synthése protéique (voir paragraphe (b)e)).

L'analyse de nombreuses séquences de défensines connues a ce jour montre que la
distinction en groupes basée sur l'activité ne se refléte pas au niveau des séquences
(Thomma et al., 2002). Les geénes de défensines codent pour une préprotéine avec un
peptide signal permettant I’adressage des peptides. Dans le cas des défensines de fleurs de
pétunia et de tabac, ils spécifient en plus une partie C-terminale d’une trentaine de résidus,
clivée lors de la maturation, et dont le role reste a déterminer (Lay et al., 2003). Les
défensines sont une famille multigénique de protéines transcrites avec un peptide signal.
Treize geénes putatifs ont été identifiés chez A. thaliana qui se regroupent en deux sous-
familles (Thomma et al., 2002). L'homologie ¢levée observée dans la premiére famille
suggere que les duplications et la diversification subséquente de ces peptides s'est
effectuée relativement récemment du point de vue évolutif. Les membres de la deuxieme
famille sont plus divergents indiquant une duplication précédant la diversification des
membres de la premiére famille. Deux autres génes d’Arabidopsis thaliana spécifient une
protéine fusion ou précurseur avec un peptide signal, un domaine inconnu et en C-
terminal, un domaine défensine (Thomma et al., 2002). Les différents génes d'Arabidopsis
possédent des profils d'expression complémentaires spécifiques de différents organes. L'un
d'entre eux est induit dans les feuilles lors d'une attaque par un pathogéne, ce qui confirme
le role des défensines dans la défense des végétaux (Thomma et al., 2002).
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Cc) Les knottines

Le motif cystine-knot, d'abord caractérisé en 1993 dans certains facteurs de croissance
animaux (McDonald and Hendrickson, 1993) se retrouve dans de nombreux peptides de
différentes origines (plantes, champignons, insectes, venins animaux). Toutefois, la
structure de ces peptides ne se superpose pas parfaitement a celle des facteurs de
croissance et on les distingue, en référence a leur activité inhibitrice, par le terme
d'inhibiteurs a cystine-knot (ICK) ou knottines (Pallaghy et al., 1994). Les ICK animaux
auraient une origine commune différente de celles des ICK végétaux et fongiques (Zhu et
al., 2003). Toutefois, ces peptides possédent tous de 26 a 48 résidus dont 6 cystéines
formant trois ponts disulfure liés en 1-4, 2-5, 3-6. Le motif cystine-knot est formé d'un
feuillet 3 a trois brins antiparall¢les et le nceud consiste en un anneau formé par les ponts
1-4 et 2-5 et le squelette du peptide a travers lequel passe le troisieme pont. Certains de
ces peptides sont cycliques, généralement de moins de trente résidus, et forment la sous-
famille des cyclotides, dont kalatalB d'Oldenlendia affinis est le premier représentant dont
la configuration des ponts disulfures a été démontrée (Goransson and Craik, 2003).

Le motif cystine-knot confére a ces peptides une structure robuste et compacte. Ce sont
souvent des inhibiteurs de nombreuses protéines. Les knottines animales bloquent souvent
des canaux tandis que les peptides végétaux agissent sur des enzymes. De nombreuses
knottines de plante montrent des activités antibactériennes et antifongiques. Récemment,
l'activité insecticide de deux knottines a été caractérisée. Il s'agit de 1'albumine PA1b du
pois, toxique pour les charancons des céréales (Delobel et al., 1998), et du cyclotide
kalatalB, décrit comme antimicrobien et qui réduit la croissance des larves du Iépidoptere
Helicoverpa punctigera (Jennings et al., 2001).

d) LesLTP

Les protéines non spécifiques de transfert de lipides (nsLTP) des plantes ont été identifiées
dans de nombreuses espéces (environ 60) dont le mais, 1'épinard, le blé, la carotte. On
distingue deux sous-familles de LTP. Celles de type 1, basiques, comportent 90 a 95
acides aminés et ont un point isoélectrique de 8,8 a 10. Les LTP2 ne sont constituées que
d'environ 70 résidus (pour revue : Kader, 1996).

Malgré une grande différence de structure primaire, les LTP1 ont une structure tertiaire
commune déterminée par des analyses en RMN ou par cristallographie et rayons X sur les
LTP1 du mais, du blé ou du riz (Charvolin et al., 1999 ; Gincel et al., 1994 ; Poznanski et
al., 1999 ; Shin et al., 1995). Les LTP1 comprennent 8 cystéines trés conservées formant
quatre ponts disulfures connectés en 1-6, 2-3, 4-7 et 5-8. Ces ponts stabilisent une
structure a 4 hélices a et une queue C-terminale flexible. Les LTP1 forment une poche
interne hydrophobe dans laquelle s'insére la chaine aliphatique des phospholipides qu’elles
peuvent transporter (Kader, 1996). Des analyses structurales de la LTP1 du blé suggérent
la présence de deux sites de liaison aux lipides chez les LTP1 (Charvolin et al., 1999). Une
récente analyse de mutants de la LTP1 du blé montre I’importance des ponts disulfures
pour la présence de la cavité fixatrice de lipides (Sy et al., 2003). La structure
tridimensionnelle des LTP2 n'a été ¢lucidée que récemment par RMN sur celle du riz
(Samuel et al., 2002). Si les 8 cystéines et la majorité des résidus hydrophobes sont bien
conservés entre les LTP1 et les LTP2, la connectivité des ponts disulfures differe. La
LTP2 du riz présente les ponts 1-5, 2-3, 4-7 et 6-8 et ne comporte que trois hélices o dont
les deux premicres sont bien alignées avec celles des LTP1. La forme de la poche
hydrophobe des deux types de LTP différe également, ce qui est probablement important
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pour leur réle biologique. Elles ne fixent pas les méme types de lipides (monomeéres de
cutine ou de subérine pour les type 1 et les type 2 respectivement).

Bien que la fonction biologique des nsLTP soit encore sujet de discussions, les deux types
de nsLTP sont considérés comme peptides de défense des plantes de par leur expression
induite par des stress tant biotiques qu'abiotiques (Dunn et al., 1991 ; Gomes et al., 2003 ;
Molina et al., 1993 ; Trevifio and O' Connell, 1998 ; Yubero-Serrano et al., 2003), et par
l'activité antibactérienne et antifongique de nombre d'entre elles (Broekaert et al., 1997 ;
Garcia Olmedo et al., 1995 ; Kader, 1996), ainsi que par leur participation a la formation
des couches de surface protectrices (cutine, subérine) (Douliez et al., 2000). De plus, elles
posséderaient un role dans I’embryogénése somatique (Coutos-Thevenot et al., 1993). Les
LTP sont transcrites sous forme de préprotéine avec un peptide signal. Elles sont
majoritairement excrétées méme si certaines peuvent se trouver dans certains
compartiments du cytoplasme (Kader, 1996). Elles constituent une famille multigénique
(plus de 40 genes chez A. thaliana).

Figure 35 : structures tridimensionnelles de la thionine viscotoxine A3 du gui (a) (Romagnoli et al., To be
published), de la défensine Rs-AFP1 du radis (b) (Fant et al., 1998), de la leginsuline du soja (c) (Yamazaki
et al., 2003), de la nsLTP1 du blé (d) (Gincel et al., 1994). En trait fin jaune : pont disulfure.
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(b) Cibles et mode d’action des peptides végétaux de défense

Les connaissances sur les modes d’action et les cibles des différentes classes de peptides
sont encore imparfaites. Certaines familles structurales possédent des peptides aux
activités et cibles variées. Nous présentons ici les connaissances sur les différentes cibles
moléculaires possibles de chaque type de peptides étudiés.

a) Phospholipides membranaires

Les propriétés amphiphiles de certains de ces peptides (thionines, PA1lb) font des
structures membranaires des cibles potentielles.

En effet, la premicre étape de ’action des thionines avec des microbes ou des
cellules en cultures consiste en 1’interaction électrostatique des peptides positivement
chargés avec les phospholipides membranaires négativement chargés. Cette interaction
induirait I’agrégation de liposomes et la fuite de leur contenu (Caaveiro et al., 1997). Les
thionines ne s’insérent pas dans la membrane des microorganismes pour former des
canaux ioniques, mais désorganiseraient la membrane en se fixant a sa surface (Thevissen
et al., 1996 ; Wall et al., 1995), induisant une perméabilisation de celle-ci qui entrainerait
I’effet toxique (Thevissen et al., 1999). Des études sur la thionine de Pyrularia montrent
I’implication d’un site de liaison spécifique sur la membrane d’érythrocytes de
mammiferes (Osorio e Castro and Vernon, 1989). Ces sites de liaisons nombreux et non
protéiques sont probablement des domaines spécifiques de phospholipides comme les
phosphoinositides qui transmettrait un signal suite a la liaison d’une thionine. Ce signal
résulterait en une série de processus dont 1’activation de canaux calcium (Evans et al.,
1989).

Contrairement aux défensines de mammiféres ou d’insectes (Cociancich et al.,
1993 ; Kagan et al., 1990), les défensines antimicrobiennes de plante n’interagissent pas
directement avec les lipides membranaires pour former des pores multimériques dans des
membranes artificielles (Caaveiro et al., 1997 ; Thevissen et al., 1996). Sur des hyphes
fongiques, les défensines de plante induisent divers flux ioniques. Elles ont un effet
biphasique, dépendant de leur concentration, sur la perméabilisation de leurs membranes
(Thevissen et al., 1996). Aux faibles concentrations corrélées a 1’inhibition de croissance
des champignons, une perméabilisation faible mais indépendante de la force ionique a
lieu. Cette perméabilisation est plus spécifique que celle observée a forte dose et pourrait
impliquer un site de liaison membranaire qui transmettrait un signal aux canaux ioniques
endogenes ou faciliterait ’insertion des défensines dans la membrane fongique, entrainant
alors la formation de canaux (Thevissen et al., 1996). En effet, un site de liaison spécifique
a haute affinité a été caractérisé sur le plasmalemme de Neurosporra crassa pour la
défensine Hs-AFP1 d’Heuchera sanguinea (Thevissen et al., 1997). La liaison de la
défensine sur son site semble liée a I’activité antifongique du peptide. De plus, la liaison
d’Hs-AFP1 marqué n’étant réversible qu’en partie par I’ajout d’un exces de ce méme
peptide non marqué, il est possible que le site de liaison intervienne comme point
d’ancrage permettant aux défensines de s’insérer dans la membrane pour former des
canaux (Thevissen et al., 1997). De méme, un site de liaison spécifique a été caractérisé
pour la défensine Dm-AMP1 de Dahlia merckii sur N. crassa et Saccharomyces
cerevisiae. La liaison de Dm-AMP1, apparemment irréversible, peut étre inhibée par pré-
incubation avec d’autres défensines non morphogéniques mais pas avec des défensines
plus éloignées ni avec d’autres peptides antimicrobiens riches en cystéines. Deux mutants
de la levure résistants a Dm-AMP1 présentent une affinité¢ de liaison trés réduite par
rapport aux levures sensibles sauvages, suggérant que la liaison de la défensine est
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nécessaire a son activité (Thevissen et al., 2000b). Ces souches de levure résistantes sont
mutées dans le géne IPT1 codant pour une enzyme impliquée dans la dernicre étape de la
synthése du sphingolipide mannose-(inositol-phosphate)-2-céramide (Thevissen et al.,
2000a). Des travaux récents montrent que DmAMPI interagit directement avec les
sphingolipides de la levure et que cette interaction est stimulée par la présence
d’ergostérol (un stérol spécifique des champignons) (Thevissen et al., 2003). Les
défensines morphogéniques comme Hs-AMP1 ont probablement un site de liaison
différent, 1’absence de 1’enzyme IPT1 n’entrainant aucune résistance a ces peptides
(Thomma et al., 2002). Malgré la similarité des réponses qu’elles induisent, les défensines
antifongiques auraient donc des modes d’action différents.

Les protéines de transfert des lipides agissent probablement aussi par
I’intermédiaire des lipides membranaires. La LTP2 de 1’orge agit, au moins partiellement,
par la déstabilisation de la perméabilité de la barriere membranaire (Caaveiro et al., 1997).
Un homologue des nsLTP, Ace-AMP1, a été extrait des graines d’oignions et s’avére le
membre de cette famille le plus actif envers les champignons, sa concentration minimale
pour une inhibition de 50% (ICs) du développement du champignon étant de 0,1 & 1 mM
comparée a celle de la nsLTP du radis, supérieure a 2 mM, et a [’absence d’activité
antifongique pour les LTP du blé et du mais (Cammue et al., 1995). Ace-AMP1 n’est
toutefois pas capable de s’associer a des lipides en solution contrairement aux autres
membres de la famille, certainement du fait qu’il ne posseéde pas comme eux une poche
hydrophobe le traversant. Cependant, Ace-AMPI1 interagit avec les phospholipides
membranaires, pénétrant lentement au cceur hydrophobe de bicouches lipidiques, méme
s’il ne désorganise et ne perméabilise gucre les membranes. Son activité antifongique ne
serait donc probablement pas le résultat d’une interaction directe avec les phospholipides
membranaires mais plutdét d’une interaction protéine-lipide médiée par un récepteur
membranaire (Tassin et al., 1998).

b) Protéines membranaires

Les LTP, affines pour divers lipides, semblent interagir avec les membranes mais
leur activité antimicrobienne pourrait également étre médiée par un récepteur protéique
membranaire. En effet, Buhot et al (2001) ont montré récemment que la LTP du blé se
liait aux membranes plasmiques des végétaux par un site de liaison spécifique
probablement tetramérique. Ce site de liaison s’avere commun a 1’¢liciteur cryptogéine.
La LTP n’induit pas les réponses de la cryptogéine et pourrait agir comme antagoniste de
cet éliciteur. Récemment, un modele a été proposé par Blein et al. (2002) pour le rdle des
LTP dans les interactions plantes-pathogenes sans éliciteurs. Les LTP constitutives
fixeraient des monomeéres de cutine dégradée par un champignon phytopathogene. Le
complexe LTP-monomere se lierait au récepteur membranaire de la plante entrainant la
réponse de défense de celle-ci par production de composés antifongiques dont des nsLTP
induites. Les LTP aideraient, en paralléle, a reformer la cutine dégradée. Enfin, le
complexe monomere-LTP pourrait également se lier & un récepteur du champignon,
encore inconnu, et entrainer une surproduction de cutinase chez celui-ci. Un déséquilibre
de ces interactions entrainerait la mort de I’un des deux partenaires.

La knottine PA1b, albumine 1 sous-unité b du pois, est responsable de la toxicité
des graines de cette plante pour les charancons des céréales (Sitophilus spp.). 1l existe
toutefois des souches de 1’espece S. oryzae contenant des individus résistants a ce peptide.
Cette résistance a été étudiée et s’aveére monogénique et récessive (Grenier et al., 1997).
PA1b posséde un site de liaison spécifique de forte affinité dans la fraction microsomale
obtenue a partir de charangons sensibles broyés. Ce site, protéique, est absent des
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charancons résistants (Gressent et al., 2003). Ceci indique que 1’activité insecticide de ce
peptide pourrait étre liée a la fixation de celui-ci sur son site de liaison membranaire
(actuellement en cours de purification). Il reste toutefois & comprendre comment cette
fixation au site de liaison induit la mort prématurée des cellules du tube digestif, observée
aprés ingestion de PA1b par les charangons sensibles (Vaublanc, 2001), et a vérifier si
cette dégénérescence des cellules de 1’épithélium digestif est bien responsable de la mort
des insectes intoxiqués.

c) Canaux

Au vu de la structure tridimensionnelle des défensines, proche de celle de toxines
bloquant des canaux ioniques, ces derniers sont également des cibles potentielles des
peptides de plantes.

En effet, les défensines du mais y-zeathionine 1 et 2 bloquent de fagon réversible la
conductance des canaux a sodium voltage-dépendants d’une lignée cellulaire tumorale de
rat (Kushmerick et al., 1998). Comme la structure des canaux ioniques est conservée
parmi les eucaryotes (Hille, 1992), ces défensines pourraient étre dirigées contre des
canaux d’insectes ou de champignons phytopathogénes (Kushmerick et al., 1998). Leur
activité envers ces ravageurs reste néanmoins a déterminer. Une autre défensine,
antifongique, du pois, posséderait également une activité inhibitrice de canaux a
potassium. Sa structure est en effet similaire aux autres défensines et neurotoxines. De
plus, son potentiel électrostatique de surface présente des caractéristiques communes aux
inhibiteurs de canaux K+, dont un résidu lysine essentiel pour I’activité inhibitrice. En
revanche, ce potentiel ne présente pas de similitude avec d’autres protéines antifongiques,
ni avec les inhibiteurs de canaux a sodium (Almeida et al., 2002).

d) Enzymes

Comme nous I’avons mentionné précédemment (1)(c)), les enzymes comme les
a-amylases et les protéases des ravageurs sont des cibles importantes pour la défense des
végétaux. Certains peptides présentent des activités inhibitrices envers ces types
d’enzymes.

(i) Inhibiteurs d’'a-amylases (IA)
Les deux familles d’IA peptidiques sont constituées de peptides des familles structurales
knottines et défensines.

L’inhibiteur d’amylase AAI, des graines d’Amaranthus hypocondriacus, appartient
a la famille des knottines. Il inhibe spécifiquement les a-amylases des larves d’insectes
(Tribolium castaneum, Prostephanus truncatus) et est inactif sur les amylases de
mammifeéres ce qui en fait un bon candidat pour le développement de plantes
transgéniques résistantes (Chagolla-Lopez et al., 1994). Ce peptide agit par blocage du site
catalytique de I’enzyme. La structure du complexe AAI-TMA (amylase de 7. molitor)
montre que ce peptide pénétre parfaitement dans la crevasse du site actif de I’enzyme,
I’interface du complexe comprenant essentiellement des interactions polaires. Le résidu
catalytique Asp287 de la TMA forme un pont salin avec I’Arg7 d’AAl et les autres résidus
du site actif sont connectés aux groupes fonctionnels des résidus de I’inhibiteur via un
réseau de liaisons hydrogenes médiées par des molécules d’eau (Pereira et al., 1999).

Les défensines Sict1 a 3 ont été extraites des graines de Sorghum bicolor. Elles
possedent une forte activité inhibitrice sur les a-amylases du tube digestif de sauterelles et
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de blattes, une faible activité inhibitrice sur les amylases d’Aspergillus oryzae et de la
salive humaine, et pas d’activité sur les amylases de I’orge, des bactéries du genre Bacillus
et sur I’amylase pancréatique du porc (Bloch and Richardson, 1991). Leur spécificité les
rend, elles aussi, attractives dans le cadre de la production de plantes résistantes aux
insectes mais leur site actif et leur mode d’action précis reste a déterminer.

(ii) Inhibiteurs de protéases (IP)

Parmi les knottines, on distingue deux classes d’inhibiteurs de protéases.
L’inhibiteur de carboxypeptidase de la pomme de terre (CPI) constitue la premicre classe.
Il agit par sa partie C-terminale, sa glycine terminale étant insérée dans la poche de liaison
de la carboxypeptidase A (Rees and Liscomp, 1982). Les inhibiteurs de protéases a serine
des courges comme le CPTI-II de Cucurbita pepo et 'EETIL d’Ecballium elaterium
constituent la deuxiéme classe. Ils agissent comme des inhibiteurs canoniques, leur région
N-terminale formant la boucle inhibitrice dont le résidu P1 est une arginine ou une lysine
(Bode et al., 1989 ; Helland et al., 1999 ; Le Nguyen et al., 1990). Récemment, un membre
des cyclotides extrait des graines de Momordica cochinchinensis, McoTI-11, a révélé une
activité antitrypsique (Heitz et al., 2001). Sa conformation est similaire a celle des
inhibiteurs de courge non cycliques.

Parmi les défensines inhibitrices de protéases, se trouve I’inhibiteur extrait de Vigna
unguiculata, actif sur la trypsine mais pas sur la chymotrypsine. Dans le modé¢le
d’inhibition proposé, son résidu Lysl1 occupe la poche active de la trypsine dans une
interaction canonique (Melo et al., 2002). Un peptide de 5,4 kDa extrait de Cassia fistula
et présentant une homologie de séquence avec les défensines se révele un inhibiteur
correct de la trypsine (ICsp : 2uM). De méme que pour le peptide du niébé, c’est son acide
aminé Lys25 qui est propos¢ comme résidu P1 (Wijaya et al., 2000). Récemment, la
structure d’un troisiéme peptide, NaD1, a été déterminée. Ce peptide antifongique et
insecticide est une défensine des fleurs de Nicotiana alata. NaD1 inhibe la croissance de
champignons phytopathogénes in vitro et retarde le développement des lépidopteres
ravageurs Helicoverpa armigera et H. punctigera lorsqu’il est incorporé dans un milieu
artificiel ou exprimé dans une plante transgénique. La capacité de NaD1 a inhiber la
trypsine et la chymotrypsine, enzymes digestives majeures d’Helicoverpa, pourrait
expliquer ses effets sur les larves (Lay et al., 2003). Cependant, son mode d’action sur les
insectes et les champignons reste a préciser.

Les protéases et les amylases ne sont pas les seules cibles enzymatiques possibles de ces
peptides de défense des plantes. En effet, les thionines sont également connues pour
inhiber certaines enzymes comme les 3-glucuronidases (Diaz et al., 1992). Toutefois, cette
activité serait due a leur activité thioredoxine, probablement par la formation de ponts
disulfures intermoléculaires (Pineiro et al., 1995) et non par un mécanisme d’inhibition
classique de blocage du site actif de I’enzyme.

e) Cibles intracellulaires

Les thionines inhibent la synthése protéique dans un systéme eucaryote acellulaire,
soit par liaison aux ARN chargés négativement (Garcia Olmedo et al., 1983), soit
directement au niveau de I’initiation de la traduction en inactivant les enzymes par
réduction de leurs ponts disulfures (Brummer et al., 1994). Une comparaison de la
structure du motif hélice-coude-hélice des thionines avec celle des protéines de liaison a
I’ADN ameéne Li et al. (2002) a considérer les thionines comme un nouveau groupe
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potentiel de protéines se liant a I’ADN. L’impact des thionines sur cette cible nucléique
reste a confirmer.

De méme que pour les purothionines, il a été montré que les y- et w-hordothionines,
des défensines de 1’endosperme de I’orge, inhibent la synthése protéique dans des
systémes acellulaire eucaryotes mais aussi procaryotes (Mendez et al., 1990 ; Mendez et
al., 1996). La défensine Hv-AMP1 de la 1égumineuse Hardenbergia violacea possede
¢galement une activité inhibitrice de la synthése protéique in vitro (Harrison et al., 1997).
Ce mode d’action supporte I’hypothése de cibles intracellulaires des défensines de plante
mais D’activité antimicrobienne de ces peptides reste a démontrer. Récemment, une
nouvelle défensine de Vigna radiata a été caractérisée pour son activité entomotoxique
contre les bruches. Des graines artificielles contenant 0,2% (p/p) du peptide recombinant
VrCRP-TSP s’averent mortelles pour les larves de Callosobruchus chinensis. La base
moléculaire de cette activité n’est pas encore connue mais ce peptide est lui aussi un
inhibiteur de la synthése des protéines in vitro (Chen et al., 2002).

Ainsi les classes structurales des peptides de défense des plantes ne correspondent pas a
des modes d’action uniques et distincts. Chaque famille présente diverses activités et
vraisemblablement diverses cibles, bien que des travaux soient encore nécessaires pour
connaitre précisément les modes d’action de la plupart de ces peptides. La présence de
diverses cibles pour un méme type de peptides est particulierement intéressante dans
I’optique de production de plantes transgéniques résistantes : il est plus difficile pour le
ravageur de mettre en place une résistance multiple. Toutefois, le fait que les différentes
familles de peptides se recoupent au niveau de leurs activités pourrait limiter leur
utilisation, dans le cas ou les cibles moléculaires seraient identiques, par 1’apparition de
résistances croisées.

C. Conclusion

Les plantes disposent de nombreux systemes de défense basés sur des molécules de
natures diverses qui agissent souvent en synergie.

L'homologie de structure observée entre différents composés comme les lectines et les
oAl du haricot, laisse penser que ces molécules de défense dérivent d'un petit nombre de
genes qui se sont multipliés et diversifiés sous la pression des phytophages. Fraenkel
(1959) a été le premier a suggérer que les métabolites secondaires des plantes ont évolués
comme défense contre les insectes phytophages, et donc que ceux-ci étaient d’importants
agents de sélection pour les plantes. Cette idée est au cceur de la théorie de coévolution
plante-insecte (Ehrlich and Raven, 1964) qui propose qu’au fur et a mesure que les plantes
développent de nouveaux composés de défense, les herbivores s’y adaptent. Nombreux
sont les insectes contournant certaines défenses des plantes, soit en excrétant
simplement les composés toxiques, soit en les transformant en sous-produits non toxiques
voire en détournant ces composés toxiques pour se protéger eux-meémes de leurs
prédateurs (séquestration). La deuxieme supposition de cette coévolution, c’est-a-dire la
sélection de la résistance de la plante par I’herbivore est moins évidente. Tandis que la
composition chimique de la plante est probablement un facteur majeur déterminant le
choix de la plante hote par I’insecte, les attaques des insectes ne sont qu’un facteur parmi
tant d’autres qui puisse affecter la santé de la plante.
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Malgré un arsenal de molécules de défense, protéiques ou non, les espéces végétales sont
trés généralement toujours sensibles aux attaques d’un certain nombre de pathogenes ou
de prédateurs. Lorsque des plantes cultivées d’importance agroalimentaire mondiale sont
sensibles a des ravageurs causant de gros dégats, la recherche de nouveaux moyens de
lutte s’impose. Elle peut se faire par synthése chimique, par recherche de prédateurs ou
pathogenes naturels du ravageur ou par détection de nouveaux composés toxiques
naturellement présents dans une espéce donnée végétale ou non. C’est dans cette derniere
perspective que s’insere le projet dont mon travail de thése fait partie.
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1. Contexte de l|'étude et présentation des
travaux

Chaque année, environ un quart des céréales récoltées sur terre est détruit par les insectes
pendant le stockage (Delobel, 1999). Pour lutter contre ce fléau mondial, de nombreux
moyens existent pourtant :

* la lutte biologique consiste en I’utilisation d’organismes nuisibles aux ravageurs
des denrées : virus, bactéries et champignons entomopathogénes, insectes
prédateurs ou parasitoides existent naturellement et leur utilisation est prometteuse
bien qu’encore peu développée.

* la lutte physique repose sur des traitements thermiques, par le froid ou la chaleur,
des actions mécaniques comme le tamisage, 1’aspiration, les percussions,
I’utilisation de rayons ionisants ou encore le maintien sous atmosphere contrdlée.
Malheureusement, ces méthodes restent souvent trop cotiteuses et difficiles a
mettre en ceuvre techniquement, surtout pour les pays en voie de développement
ou les dégats sont les plus importants.

* la lutte chimique, qui s’avere bien souvent efficace, a généré une utilisation
intensive de produits chimiques entrainant a terme [’apparition d’insectes
résistants, et pouvant également nuire a I’environnement et a la santé¢ humaine et
animale par la présence de résidus.

* la lutte variétale reste limitée en ce qui concerne les denrées stockées, car on
dispose de peu de variétés naturellement résistantes. Toutefois est-il possible,
grace a la sélection variétale ou a la transformation génétique, de rendre les plantes
résistantes aux ravageurs par introduction d’un (ou plusieurs) géne(s) d’une plante
résistante de la méme espece ou d’une autre espece, voire d’un organisme
entomopathogene. Encore faut-il disposer de tels genes, acceptables a la fois pour
I’environnement et pour le consommateur.

* la lutte intégrée fait appel a plusieurs de ces méthodes qui agissent alors en
synergie.

Les techniques de lutte chimique ou physique, bien que parfois trés efficaces, présentent
toutes des inconvénients et restent souvent insuffisantes. Avec le souci grandissant du
respect de I’environnement et de la santé humaine et animale, les luttes biologiques et
variétales sont donc appelées a se développer. En particulier, elles ne permettent pas,
pour ’instant, de lutter efficacement contre les charancons des céréales (Sitophilus
oryzae, S. granarius, S. zeamais, Coléopteres, Curculionidés), qui sont les principaux
ravageurs des céréales stockées.

Il a été observé que les charancons des céréales peuvent également s'alimenter sur
certaines plantes de familles aussi diverses que certaines Fabaceae, Chenopodiaceae,
Fagaceae et Clusiaceae (Delobel and Tran, 1993), mais qu'ils meurent rapidement apres
alimentation sur pois, sauf pour quelques rares souches de S. oryzae (Vayssiére, 1943).
Une étude menée au laboratoire de Biologie Fonctionnelle, Insectes et Interactions (BF2I
INRA-INSA de Lyon) en collaboration avec le Laboratoire de Biochimie et Technologie
des Protéines de I'INRA de Nantes a permis d'isoler et de purifier le facteur
entomotoxique responsable de cette mortalité. Celui-ci a fait I’objet d’un dépdt de brevet
(Delobel et al., 1998). 11 s’agit d’un peptide de type albumine 1, précédemment appelé
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PA1b (Pea Albumin 1 sous-unité b) (Higgins et al., 1986). Il est constitué¢ de 37 acides
aminés dont 6 cystéines engagées dans 3 ponts disulfures intramoléculaires. Sa structure
tridimensionnelle et la connectivité des ponts disulfures ont été déterminés par RMN
(résonance magnétique nucléaire) du proton au laboratoire de Biophysique du CNRS
d’Orléans. Les résultats montrent que ce peptide appartient a la famille structurale des
knottines, peptides dont le troisiéme pont disulfure passe au travers de la boucle formée
par les deux autres ponts et la chaine peptidique, formant ainsi un nceud. Cette structure
trés compacte concorde avec 1’observation de sa trés grande stabilité. PA1b n'est en effet
pas dénaturé par la stérilisation (Delobel et al., 1998), résiste longtemps a la digestion in
vitro par du fluide de rumen (Spencer et al., 1988) ainsi qu'a la dégradation par la trypsine
et la chymotrypsine (Hancock et al., 1994).

L'un des freins a l'utilisation de toxines, par voie chimique ou par transgénese est
l'apparition plus ou moins rapide de souches résistantes dans les populations de nuisibles
visées. Ce probléme est d'autant plus aigu en ce qui concerne l'éventuelle utilisation de
PA1b. En effet, lors du criblage de 90 souches des trois espéces de charancons des
céréales pour leur capacité a survivre sur pois, 4 souches, toutes de I’espece S. oryzae, se
sont avérées naturellement résistantes au principe actif du pois, bien que présentant un
retard de développement sur graines de pois (Delobel and Grenier, 1993). La génétique de
cette résistance a ¢été étudiée et celle-ci s’avere étre monogénique, autosomale et
récessive (Grenier et al., 1997). Cette caractéristique tend a indiquer qu'une unique
protéine du charancon est a l'origine du caractere sensible ou résistant des souches de S.
oryzae. Ceci a conduit a supposer 1’existence chez 1'insecte d’un récepteur pour ce peptide
végétal toxique. Cependant, aucune activité enzymatique ou inhibitrice d'enzyme chez ce
peptide n'a été mise en évidence (Mbaiguinam, 1996) et le mode d’action de PA1b reste
encore inconnu. D'autres insectes ont également été testés pour leur sensibilit¢ a PA1b
purifié. PA1b s'avére toxique pour les larves de premier et deuxi¢me stade de la teigne de
la farine (Ephestia kuehniellea) ainsi que pour le puceron du pois (Acyrthosiphon pisum)
(Delobel et al., 1998), alors qu'il ne semble avoir aucun effet sur la mouche Drosophila
melanogaster (Gressent, communication personnelle).

PA1b, représentant ainsi une nouvelle classe d’entomotoxines, extraite d'une graine
largement consommée par I’homme et I’animal sans manifestation de la moindre toxicité
ni allergénicité, est potentiellement d’un grand intérét pour 1’élaboration de plantes
transgéniques résistantes a divers insectes ravageurs. Son géne a été cloné et
I’incorporation de celui-ci dans le génome du tréfle a été réalisée, pour augmenter sa
teneur en soufre (Ealing et al., 1994), tandis qu'elle est en cours pour le riz, pour évaluer
son efficacité insecticide in planta (These de J. Petit, CIRAD, Montpellier, France).
Cependant, le principal obstacle a l'utilisation de PA1b reste l'existence d'insectes
résistants natifs. Dans ce cadre, de nombreuses études sont entreprises sur PAlb, les buts
principaux étant de comprendre le mode d'action de cette toxine et de caractériser des
homologues toxiques pour des insectes actuellement résistants. Pour déterminer le mode
d'action de PA1b, les recherches se sont orientées vers la caractérisation d'un site de
liaison a cette toxine chez les charangons (dont I'existence est supposée suite aux résultats
des expérimentations de génétique). Ce site de liaison, membranaire, a été caractérisé
(Gressent et al., 2003) et est en cours de purification au laboratoire BF2I. Connaitre le
mécanisme d'action de PA1b devrait permettre de déterminer précisément les régions de
ce peptide responsables de son activité. De fagon complémentaire, 1'expression en systeme
hétérologue de genes homologues a PA1b devrait aider, associée a la mutagénese dirigée,
a la connaissance du mode d'action de PA1b en reliant variations de structure et variations
d'activité. Cette approche pourrait permettre d'obtenir des peptides d’activités variées et
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particulierement des peptides plus actifs que PA1b ou actifs sur insectes résistants. Une
voie complémentaire d'obtention de tels peptides est la recherche d'homologues naturels.
En effet, PA1b appartient a une famille multigénique. Le pois lui-méme contient plusieurs
isoformes qui présentent cependant toutes la méme toxicité (CLso identiques). Une de ces
isoformes avait en fait déja été isolée en 1986 (Higgins et al., 1986) (Figure 36). Etant
assez fortement représentés dans la graine (1 % des protéines totales (Rahbé Y., 2003,
communication personnelle)), les peptides de cette famille étaient considérés comme des
protéines de réserve en soufre pour le pois. Mais le pois n'est certainement pas le seul a
produire ces peptides. Des tests sur graines de diverses légumineuses ont montré la
présence, dans la plupart de ces plantes, d’une toxicité analogue, définie par une mortalité
des souches résistantes largement plus faible que celle des sensibles, voire nulle
(Mbaiguinam, 1996). En outre, PAlb présente une forte homologie (65%) avec la
leginsuline du soja (Watanabe et al., 1994), les cystéines (rouges), prolines et la plupart
des glycines (bleues) se trouvent notamment conservées en position et espacement (Figure
36).

PsaAlb001 ASCNGVCSPFEMPPCGTSACRCIPVGLVVGYCRNPSG
____________________________ c________
PsaAlb005 ASCNGVCSPFEMPPCGTSACRCIPVGLVIGYCRNPSG
-n-—-C———-—- n---ncnn---c-c--nc-n-nn-c-

Leginsuline du soja ADCNGACSPFEVPPCRSRDCRCVPIGLFVGFCIHPTG

Figure 36: Comparaison des séquences de I'isoforme de PA1b découverte par Higgins et al. (1986)
(PsaA1b001), de celle isolée au laboratoire (Delobel et al., 1998) (PsaA1b005) et de la leginsuline du soja
(Watanabe et al., 1994). c représente les remplacements conservatifs, n représente les remplacements non-
conservatifs.

L'é¢tude de la diversit¢ de la famille de PAlb au sein des Légumineuses apparait
intéressante pour plusieurs raisons. Elle pourrait permettre de déterminer 1’importance
¢cologique de ces peptides (role de défense et autre role ?) et également d’obtenir des
indications sur 1’évolution de cette nouvelle famille, non identifiée jusqu’ici hors des
légumineuses. Peut-étre aussi cela apporterait-il des éléments supplémentaires a 1’étude
taxonomique des légumineuses, toujours en remaniement. De plus, la recherche de
variants naturels de PA1b pourrait aider a la compréhension du mode d'action des peptides
de type Alb en soulignant de potentiels acides aminés importants pour 1’activité. Enfin, il
sera peut-&tre possible de déterminer des homologues de CLs, inférieure a celle de PA1b,
ou contournant la résistance des insectes insensibles a la toxine du pois.

Mon travail durant ces trois ans de thése a consisté en la recherche d’homologues de PA1b
au sein de différentes especes de Légumineuses par la voie de la biologie moléculaire
(génes homologues) complémentée par 1’analyse de la toxicité des graines des especes
choisies envers S. oryzae, souches sensible et résistante. Dans un deuxiéme temps, afin de
relier les variations de séquences aux variations de toxicité obtenues par ces approches, un
systeéme d’expression hétérologue devait étre mis au point afin de produire certains
variants naturels et des mutants choisis de PA1b.
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Définition de I'approche : a la
découverte de la famille des Alb

L’intérét de PA1b en tant que nouvelle toxine insecticide, présenté dans la partie
précédente, incite a 1’étude de sa famille afin de mieux comprendre d’une part I’évolution
de celle-ci et d’autre part le mécanisme d’action de ces peptides. Vu 1’absence de
séquences homologues dans le génome d’Arabidopsis thaliana et du riz, cette famille
peptidique apparait pour l'instant limitée aux Légumineuses. Pour une étude large de ces
peptides au sein de cette grande famille végétale, il faut des outils efficaces et rapides.

* Les techniques de biologie moléculaire, en particulier I’étude de 1’expression des
genes par suivi des ARN messagers (ARNm) semblent attractives. PA1b étant exprimé
dans les graines du pois lors de leur maturation (Higgins et al., 1986), il conviendrait
d’extraire les ARNm de ces organes végétaux. Malheureusement, comme de
nombreuses Légumineuses tropicales sont des arbres, I’obtention de fruits en cours de
maturation pour en extraire les ARNm n’est pas envisageable. Nous avons donc
décider de travailler sur I’ADN génomique, en utilisant des amorces dégénérées.

* De méme, la purification d’isoformes a partir des graines de nombreuses especes serait
idéale mais trop laborieuse et coliteuse en temps, ¢’est pourquoi nous avons essayer de
mettre au point une méthode de détection des peptides basée essentiellement sur un
crible biologique spécifique. Ce crible consiste en un fractionnement grossier des
farines et la mesure de leur toxicité sur deux souches de S. oryzae, ’'une sensible et
’autre résistante (Grenier et al., 1997). Pour confirmer la présence de peptides dans les
extraits actifs, une approche par immunodétection, des essais d’inhibition de liaison au
site de liaison spécifique de PA1b chez les charancons sensibles (Gressent et al.,
2003), et une analyse par spectrométrie de masse ont été réalisés.

Le but de cette premicre partie est d’évaluer la faisabilité¢ d’une étude des Alb au sein des
Légumineuses par la mise au point des techniques nécessaires a une telle étude, en
particulier celles spécifiques d’une approche moléculaire, jamais encore abordée sur cette
famille. Pour cela, les différentes techniques ont été testées sur 3 Papilionoideae (sous-
famille des Légumineuses), en plus du pois (Pisum sativum L., tribu des Viciae) témoin :

* le soja (Glycine max L., tribu des Phaseolae), pour lequel un homologue, la
leginsuline, est déja connu, mais dont I’activité insecticide n’a pas été étudiée.

* Medicago truncatula Gaertner (plante proche de la luzerne, tribu des Trifoliae), ou
seules des séquences de peptides racinaires ou nodulaires sont connues mais non
reliées jusqu'ici a la famille des A1b (Gamas et al., 1996). Cette plante appartient a une
tribu parfois considérée comme soeur des Viciae (Young et al., 2003).

* le haricot (Phaseolus vulgaris L., tribu des Phaseolae), pour lequel rien n’est connu,
mais qui appartient a la méme tribu que le soja.
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I. Matériels et méthodes

A. Biologie : recherche de toxicité analogue
1) Les charangons

La seule espéce de charancgons utilisée ici est Sitophilus oryzae, espece trés polyphage
pouvant envahir diverses céréales, mais aussi certaines 1égumineuses pourtant réputées
pour leur toxicité liée a la grande diversité des métabolites secondaires qu’elles
synthétisent (Bisby et al., 1994 ; Harborne et al., 1971).

De nombreuses souches de cette espeéce sont élevées a ’lUMR BF2I, dans une enceinte
ventilée d’humidité relative (HR) de 70 = 5%, a 27,5 = 0,5°C et a I’obscurité, selon le
protocole décrit par Laviolette et Nardon (1963). De jeunes adultes matures sont déposés
dans des boites en plastique rondes grillagées, de 11 cm de diamétre sur 8 cm de hauteur,
remplies aux 2/3 de graines. Ils y restent 2 jours pour pondre puis sont enlevés et placés
sur du grain neuf. Ils sont ensuite utilisés pour les expériences de toxicité jusqu'a 1'age de
trois semaines. Les graines, qui viennent de recevoir les pontes, sont gardées 6 semaines,
temps du développement préimaginal, pour donner la génération suivante d'insectes
expérimentaux.

Les souches capables de se développer sur pois cassé, telles que Chine utilisée dans ce
travail, sont élevées sur cette graine (Pisum sativum L.) afin de conserver le caractere
résistant, aussi bien que sur blé (Triticum aestivum L.). Ces souches sont dites résistantes
(R). Celles ne pouvant se développer sur pois sont ¢levées sur blé uniquement et sont dites
sensibles (S). C’est le cas de la souche Bénin utilisée dans notre travail. L'étude génétique
de la résistance a PA1b, monogénique autosomale et récessive, avait déja été réalisée
(Grenier et al., 1997).

Figure 37 : Imago de Sitophilus oryzae sur grain de mais. (photo : C. S. Gorsuch, Clemson University)
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2) Le matériel végétal

Les graines destinées a I'¢levage (blé et pois cassé non traités) ont été placées a -80°C
pendant une semaine pour tuer tout insecte pouvant s’y trouver, puis conservées a 4°C.
Pour la préparation des farines et 1'obtention du matériel frais, en plus du pois, plante
témoin (Pisum sativum L. cv Frisson) a 14 chromosomes (2n) fourni par G. Duc de
I’INRA de Dijon, 3 autres légumineuses ont été étudiées. 11 s’agit du soja (Glycine max L.
cv Paoki), espéce diploide a 40 chromosomes (2n), fourni par P. Sartre de L’INRA de
Montpellier, du haricot (Phaseolus vulgaris L. cv Contender), espéce a 2n = 22
chromosomes, acheté dans un magasin de jardinage et d’une luzerne méditerranéenne (M.
truncatula Gaertner cv Salernes), espece diploide a 2n = 16 chromosomes. Toutes ces
plantes, obtenues sous forme de graines, ont été broyées en farine (pour les tests
biologiques et le fractionnement) mais aussi plantées sous serre, afin d’obtenir environ 10
g de feuilles pour I’extraction d’ADN. Quelques plants de pois ont été conservés afin
d'obtenir une floraison et la formation de graines, prélevées au cours de leur
développement pour en extraire I'"ARN.

3) Préparation et fractionnement des farines

Pour chacune des 4 plantes étudiées, environ 200 g de graines ont été broyées dans un
moulin de type Warring Blendor pour obtenir de la farine, sassée au tamis AFNOR NF X
11-201 Prolabo de 0,4 mm (0,2 mm pour le blé¢) d’ouverture de maille : une grande partie
des cuticules sont ainsi éliminées.

Les farines ont ensuite ¢té fractionnées par épuisement en 4 étapes successives. Tout
d’abord une extraction au pentane (500 mL pour 200 g de farine) a été réalisée : apres
agitation toute la nuit, le tout est filtré sur fritté (n°3). La fraction soluble (lipides) a été
¢liminée et la fraction insoluble a été mise a sécher sous hotte (jusqu’a poids constant). On
procede de méme (sur cette fraction seche) avec du méthanol (1 L) en récupérant la
fraction soluble (acides aminés, petits sucres, sels minéraux, pigments, quelques protéines)
d’ou le solvant a été éliminé au rotavapor Biichi sous vide (bain marie a 40°C). Le résidu
obtenu a été repris dans de ’eau et congelé (-20°C) puis lyophilisé : il s’agit de la fraction
MeOH. La fraction insoluble dans le méthanol a été séchée sous hotte et a subit une
extraction au méthanol 60% (1,5 L, 16 h, 4°C). La solution a ensuite été filtrée sur fritté.
La fraction soluble a été récupérée, le méthanol et une partie de I’eau éliminés au
rotavapor. La solution concentrée obtenue a été¢ congelée en vue d’une lyophilisation pour
obtenir la fraction nommée MeOH60. A partir de farine de pois, c’est dans cette fraction
que se retrouve PAI1Db et la majorité de ses isoformes. La fraction insoluble dans le
méthanol 60% a été extraite directement a I’eau pH 5 (1,2 L, pH ajusté avec de I’acide
chlorhydrique). Aprés agitation la nuit a 4°C, la solution est centrifugée 20 min a 12 500 g
et 4°C (centrifugeuse Beckman J2-21 M/E). La fraction soluble obtenue, appelée H,O5 et
essentiellement protéique, est congelée et lyophilisée. Le culot de centrifugation a
finalement été extrait a I’eau pH 8 de la méme fagon que pour I’eau pH 5. Les 2 fractions
récupérées (majoritairement des protéines pour la fraction soluble dite H,O8; amidon et
cellulose pour la fraction insoluble dite résidu) ont été séparées puis congelées et
lyophilisées.

Tous les extraits ont été pesés apres lyophilisation.

Des dialyses contre de I’eau distillée (boudins a pores de 3,5 kDa, The Spectrum
Company) sur les fractions solubles au méthanol et au méthanol 60 % de M. truncatula
ont été réalisées, ainsi que sur les fractions MeOH60 des trois autres especes dans le but
d’éliminer des contaminants de faible poids moléculaire comme les sucres, acides aminés,
minéraux. De plus, I’extraction des isoformes de PA1b a partir de la fraction MeOH60 du
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pois a été réalisée par solubilisation de cette fraction dans de I’acétone 80%, agitation puis
passage a —20°C, 40 min., avant centrifugation a 4°C, 20 min., 14 000 g. La fraction
soluble, appelée MeOH60ASO a été séchée au speed-vac (Gressent et al., 2003).

4) Tests biologiques

Les tests biologiques ont été réalisés sur les différentes fractions afin de vérifier la
présence éventuelle d’une toxicité analogue (mortalité¢ différentielle entre charangons
sensibles et résistants).

Pour cela, on pése 1’équivalent d’1 g de farine de la fraction a tester et on compléte a 1 g
avec de la farine de blé. Dans 1'aliment artificiel (se présentant sous forme de boulettes), la
concentration en fraction testée est ainsi égale a celle de la farine initiale. Toute
concentration sera exprimée en cet équivalent farine entiére (EFE). Le tout a été mélangé
pour homogénéiser et li¢ avec 0,5 mL d’eau. Un boudin a alors été formé avec cette pate,
qui apres séchage 30 min, a été coupé en boulettes aux ciseaux. Celles-ci ont été mises a
sécher une nuit avant utilisation. Des boulettes témoins ont été réalisées avec un gramme
de farine de blé. L'aliment séché a été séparé¢ équitablement dans 2 tubes plastiques
cylindriques de 5 cm de hauteur pour 2 cm de diameétre, fermés a une extrémité par un
grillage et de 1’autre par un bouchon plastique. Pour chaque fraction, 30 charangons
adultes de 15 jours (matures), ont alors été placés dans chacun des 2 tubes : dans ['un de
souche sensible, dans 1’autre, de souche résistante. Les animaux ont ensuite été placés a
I'étuve et les morts ont ét¢ dénombrés quotidiennement, a partir du deuxiéme jour pendant
deux semaines.

Les calculs de concentration létale 50 % (CLso : concentration a laquelle la moitié des
charangons sont morts, & un jour donné) ont été effectués grace au logiciel TOXICO™
¢laboré au laboratoire (Febvay and Rahb¢, 1991).

Les calculs de temps 1étal 50% (TLso, & une concentration donnée) ont été effectués grace
au logiciel Statview par analyse « actuarielle » (données groupées en classe de temps, ici
d'un jour) et statistiques non paramétriques associées. Les méthodes d’analyse de survie
permettent d’associer la fréquence et le délai de survenue de I’événement étudié qui est ici
la mort des insectes. On étudie le temps qui s’écoule entre le début du traitement (dépot
des charangons sur 1’aliment) et la date de derniére observation. Au dernier jour de
comptage (quinzieme), on note le nombre de survivants qui sont alors censurés. La
méthode actuarielle nécessite que les périodes de recul soient prédéterminées et de méme
durée, ce qui correspond bien a notre cas ou le délai est de 15 jours.

B. Biochimie : recherche d’homologues protéiques
1) Dosage protéique

La teneur protéique des différentes fractions a été déterminée par la méthode de Bradford
(1976). La gamme ¢étalon est réalisée avec de la BSA (Bovine Serum Albumin). Les
¢échantillons sont analysés au spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 595 nm.

2) Electrophorése protéique sur gel d’acrylamide (SDS-PAGE)

Les ¢lectrophoreses ont été réalisées en conditions dénaturantes, sur gel de polyacrylamide
(gel de séparation a 17,5 % et gel d’espacement a 4,5 %) en présence de SDS 0,1% selon
la méthode décrite par Laemmli (1970). Les polypeptides ont été dénaturés 5 min a 100°C
dans du tampon de charge (60 mM Tris-HCI, pH 6,8, 2% SDS, 50 mM DTT et 10%
glycérol (v/v), 0,001 % Bleu de Bromophénol) puis séparés a voltage constant (200 V). La
masse moléculaire des différents polypeptides a été déterminée par référence a des
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protéines étalons (M : Low Molecular Weight Marker, Pharmacia) allant de 14,4 kDa a 94
kDa pour le standard de haut poids moléculaires et de 2,5 kDa a 16,9 kDa pour le standard
peptides (m : SDS Molecular Weight Marker, Sigma).

Les protéines ont été révélées sur le gel au nitrate d’argent selon le protocole décrit par
Blum et al. (1987), avec un temps de fixation de 50 min seulement pour éviter la perte de
PA1b, soluble dans le méthanol aqueux.

3) Immunodétection

Apres ¢€lectrophorese, les polypeptides ont été transférés en milieu liquide (tampon de
Towbin modifi¢ sans méthanol), sur membrane de nitrocellulose (Protan BA 83,
Schleicher et Schuell) durant 90 min a 40 V (Towbin et al., 1979). Les membranes ont
alors été incubées une nuit sous agitation dans une solution de TBS (Tris Buffer Saline,
Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 200 mM) contenant 5% de lait écrémé en poudre. Ceci
permet de saturer tous les sites de fixation libres qui pourraient fixer de maniére
aspécifique l'anticorps et générer du bruit de fond. Les membranes ont ensuite été rincées
plusieurs fois avec du TTBS (TBS + 0,05 % de Triton X-100) puis placées dans du TBS
additionné d’anticorps primaire au 1/ 1000°™, durant la nuit, a 4°C, sous agitation
(anticorps polyclonal anti-PA1b couplé a 1’ovalbumine, fourni par L. Quillen, Nantes).
Puis les membranes ont été a nouveau lavées par du TTBS, 3 fois 5 min, puis 1 fois 5 min
au TBS. L’anticorps secondaire, couplé a la phosphatase alcaline, a ét¢ additionné au
1/2000°™ dans du TBS durant 3h sous agitation. Les membranes ont ensuite été lavées
comme précédemment. Les protéines marquées ont alors été révélées par incubation dans
un tampon salin (0,1 M Tris ; 0,1 M NaCl ; 0,05 M MgCl2) en présence de BCIP (5-
Bromo-4-Chloro-IndolylPhosphate, substrat de l'activité enzymatique de la phosphatase)
et de NBT (NitroBlue Tetrazolium) a 1’obscurité pendant 10 min. La réaction a été arrétée
par immersion dans de l'eau distillée.

4) HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

La chromatographie de type HPLC en phase inverse a été réalisée, par 1. Rahioui, sur
colonne C18 Nucléosil 300 (250 x 4,6 mm ; 5 um de taille de particule ; 300 A de
porosité). Les protéines ont été¢ ¢luées a ImL/min avec un gradient de 22 min allant de
20% a 60% d’acétonitrile dans I’eau a 0,1% de TFA. Leur détection a été effectuée entre
210 et 350 nm par un détecteur a barette de diodes (DAD 440, Kontron).

La séparation des isoformes de PAlb a été réalisée en conditions isocratique a 38%
d’acétonitrile, TFA 0,1%.

5) Spectrométrie de masse

200 ng des fractions de graines présentant une toxicité et contenant potentiellement des
peptides de type A1b° ont été analysés par spectrométrie de masse sur un spectrométre
Voyager DE-PRO (PerSeptive Biosystems, Farmingham, MA, USA) par C. Chambon
(INRA, Clermont-Ferrand-Theix). De source MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption
Ionisation) et d’analyseur Temps de vol (TOF = Time Of Flight), ce spectrométre a été
utilisé en mode positif et linéaire. Les spectres de masses ont été calibrés de fagon
extérieure par un kit de calibration (Pep Mix 2, LaserBio Labs, Sophia Antipolis, France)
ce qui offre une précision d’environ 0,05%. Les échantillons ont ét¢ mélangés a la matrice
(acide sinapinique ou 3,5-diméthoxy-4-hydroxycinnamique, LaserBio Labs) dans des

%11 s’agit essentiellement des fractions MeOH60 (cf paragraphe I1.C).
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proportions allant de 1 :1 a 1 :10. Une fois déposés sur la cible et séchés, ces mélanges ont
¢été analysés par MALDI-TOF.

Pour I’extrait MeOH60 du pois, les fractions obtenues par HPLC (temps de rétention de
16 a 20 min.) ont été analysées par spectrométrie de masse de type ESI (ElectroSpray
Ionisation) sur un spectrométre a triple quadrupole API HI+SCIEX (Thornihill Ont.,
Canada) par D. Mollet (INRA, Rennes).

6) Tests d’inhibition de liaison

Une isoforme pure de PA1b (PsaA1b005, MW 3741 Da par MS) avait été marquée a
I’iode '*°I par F. Gressent. Sa radioactivité spécifique est d’environ 1000 Ci.mmol”. Ce
ligand a ét¢é utilisé pour des tests d’inhibition de liaison sur une fraction microsomale
(protéines membranaires) contenant le site de liaison spécifique a PA1b (Gressent et al.,
2003). Pour préparer cette fraction, un gramme de charangons Bénin (S) a été broyé au
mortier en présence d’azote liquide, jusqu’a I’obtention d’une poudre fine. La poudre a a
nouveau ¢té broyée a 1I’Ultraturrax en présence de 20 mL de tampon d’extraction (20 mM
Tris-HCI pHS8 ; 0,25 M saccharose ; 2 mM MgCl, ; 10 uM E-64), a 4°C. Différentes
centrifugations ont alors été réalisées a 4°C : 3000 g 10 min puis, sur le surnageant, 10 000
g 15 min et enfin, sur le deuxiéme surnageant, 45 000 g 45 min. Le culot final a été repris
avec ImL de Tris-HCl 20 mM pH7. Aprées un dosage des protéines, 40% de glycérol a été
ajouté a I’extrait aliquoté et congelé a —80°C.

Les protéines membranaires des charangons (2ug) ont été incubées en présence de 0,4 nM
de '"I-PA1b et de tampon de liaison (20 mM Tris-HCI pH7 ; 0,2 % CHAPS ; 10 uM E-
64) dans les puits d’une microplaque. Le volume final de la réaction est de 200 uL par
puits. Pour déterminer la liaison non spécifique, une isoforme de PA1b non marquée a été
utilisée a 1uM final. Les fractions a tester ont été incubées 2h a température ambiante. Les
ligands libres et liés ont alors été séparés par filtration sur systéme Multiscreen (Millipore)
et lavage (10 mM Tris-HCI pH7 ; méthanol 60 %), a froid (tampons et cones dans la
glace) et rapidement (pour limiter la dissociation). Les filtres ont été transférés dans des
tubes de comptage et la radioactivité y mesurée (Riastar, Packard Instrument, USA).
Chaque point est la moyenne de trois répétitions. Les données ont été analysées a l'aide du
logiciel RADLIG 4 (BIOSOFT, Cambridge, UK) et les graphiques ont ét¢ dessinés a I'aide
du logiciel ORIGIN 5 (Microcal, USA).

Les tests de déplacement de liaison’ ont été effectués pour chaque plante avec les fractions
MeOHO60. Pour analyser les données de ces tests, on exprime la masse d’équivalent de
farine enti¢re nécessaire a ’inhibition de 50% de la liaison du ligand marqué. De la farine
de bl¢ a été extraite comme décrit au paragraphe A.3) et sa fraction MeOHO60 a été testée
comme témoin négatif de liaison.

C. Biologie moléculaire : recherche de génes homologues

1) Extraction d’ADN

L’ADN génomique des quatres especes étudiées a été extrait a partir de jeunes feuilles,
selon le protocole utilisant le détergent CTAB (hexadécyltriméthylammonium bromide)
décrit par Ausubel et al. (1997). Apres extraction des acides nucléiques dans un tampon a
2 % (p/v) de CTAB et 1,4 M NaCl, les protéines sont précipitées au chloroforme/octanol.

7 Un véritable test de compétition nécessiterait la purification totale des différentes isoformes ce qui n’est
pas réalisable dans notre cas.
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L’ADN est ensuite précipité sous forme d’un complexe avec le CTAB, complexe
insoluble se formant quand la concentration en NaCl est réduite a 0,5 M. Ce complexe est
ensuite solubilisé, a des concentrations en sels élevées, ce qui permet de récupérer I’ADN,
précipité par de I’isopropanol. La seule modification apportée a ce protocole, est 1’ajout,
au moment du broyage des feuilles dans 1’azote liquide, de polyvinylpolypyrrolidone
(PVPP) a 15 % p/p (MW=40000), permettant d’éliminer les composés phénoliques (Page
etal., 1997).

2) Amplification de fragments de genes par PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une méthode d'amplification de ' ADN utilisant
les propriétés de réplication de I'ADN.
Différentes amorces ont été utilisées pour ce travail :
* 3 amorces dégénérées (voir la détermination de ces amorces dans la partie
résultats).

For 1: 5' TCY-TCI-CCI-TTY-GAR-RTI-CCI-CCI-TG 3'

Rev 3: 5' TSR-CAI-ARR-TTI-GGR-TSY-TCI-TC 3'

Rev 1: 5 CRA-ARC-ACC-AIC-CRT-AIT-CIA-TRT-M 3’
Ces amorces sont dites dégénérées car certaines de leur positions ne sont pas pleinement
déterminées, ainsi Y représente C ou T; R, A ou G; M, Aou C et S, C ou G. I, I’inosine
s’apparie indifféremment a n’importe laquelle des quatre bases. Plus le degré de
dégénérescence est grand, moins 1’oligonucléotide est spécifique et plus il doit étre
concentré lors de la PCR. Les primers For 1, Rev 1 et Rev 3 sont utilisés 10 fois plus
concentrés que des primers non dégénéres.

* 2 amorces non dégénérées :

L 914 : GCT-TAC-TGT-TCT-ATT-TTT-ATG-GT

U 238 : GCT-TCT-TTG-ATT-GTC-CTG-TTT-GC
Cette paire amplifie un fragment de 699 bp contenant toute la séquence codant pour PA1b.
Elle a été utilisée pour tester ' ADN extrait des feuilles de pois lors de la mise au point du
protocole d'extraction.

Les réactions de PCR ont ét¢ effectuées dans un thermocycleur (Perkin Elmer Gene Ampli
PCR 2400) dans un volume réactionnel de 50 pl sur des quantités de matrice variant de 10
a 500 ng, avec 1,25 unités de Taq polymérase et son tampon 10 X (Amersham) selon les
schémas de la Figure 38.
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A ADN matrice : 500,50et 10ng |B 35 cycles
amorce Rev  :0,3 uM __ 94i° 72°C
amorce For :0,3 uM L\iC/»
tampon 10 X : 5 pl 4min | 30s 45si Smin
MgClp ;1,5 mM
Taq polymérase: 1,25 U 45s
dNTP 10,2 mM
eau ultra pure : qsp 50 pl 4°C
o.0]

Figure 38 : Protocole d’amplification d’ADN par PCR pour des primers non dégénérés (concentrations
finales). A : mélange réactionnel, B : cycle de réaction.

3) Electrophorése sur gel d'agarose

Pour s'assurer de la qualité de I'amplification, une électrophorese des produits de PCR a
été réalisée sur gel d'agarose a 1,5 %, sous une tension de 80 V. Le tampon de migration
utilisé est le TEA (Tris-HCI 1,6 mM pH 8 ; EDTA 4 uM ; acétate de sodium 1,6 mM).

La migration est suivie grace a une solution de dépdt (bleu de bromophénol 0,25 % (p/v) ;
xyléne-cyanol 0,25 % (p/v) ; EDTA 25 mM ; glycérol 50 % (v/v)) ajoutée a la solution
d'ADN a environ 20 % du volume. Un marqueur de poids moléculaire allant de 0,5 kb a
12 kb (Gibco BRL, 1Kb DNA ladder) a été¢ déposé dans le gel a c6té de I’ADN et permet
d’évaluer la taille des fragments. Aprés migration, les fragments d'ADN ont été observés
sous UV grace au bromure d’éthydium (BET) ajouté au gel d'agarose a raison de 0,5

pg.ml™,
4) Clonage

Le clonage se fait en plusieurs étapes. Apres avoir purifié les fragments d’ADN, ceux-ci
sont insérés dans un vecteur plasmidique. Le plasmide est alors introduit par
¢lectroporation dans des bactéries compétentes.

(a) Préparation des bactéries électrocompétentes

La bactérie employée ici est Escherichia coli (souche NM 522, lac-). A partir d'une
préculture d’une nuit dans 5 ml de milieu de culture de Luria Bertoni (LB) (NaCl 10 g.I"';
bactotryptone 10 g.I"'; extrait de levure 5 g.I"' pH 7) a 37°C, 250 rpm dans un agitateur-
incubateur type Innova 4000, un erlen stérile de 50 ml de LB a été ensemencé au 1/100™.
Apres incubation a 37°C pendant 4 ou 5 heures (on se situe alors dans la partie de
croissance linéaire de la culture), toujours sous agitation, cette culture a été refroidie dans
la glace. Les cellules doivent étre maintenues au froid tout au long de la suite de la
préparation. Les 50 ml ont été centrifugés a 3000 g pendant 15 min et le surnageant a été
¢liminé. Le culot, repris dans 50 ml de glycérol 10 % stérile, a été centrifugé a 3000 g
pendant 15 min et le surnageant est ¢liminé. Cette derni¢re opération a été répétée 2 fois.
Les bactéries compétentes reprises finalement dans 0,4 ml de glycérol 10 %, ont alors été
aliquotées par 50 pl et conservées a —80°C.

(b) Préparation des plasmides portant l'insert

Les fragments d'ADN amplifiés a liguer ont tout d’abord été purifiés. Ils ont été
concentrés dans des concentrateurs centrifuges (Nanosep 30 K), par une centrifugation de
5 min a 6000 g. Le rétentat a été récupéré et déposé sur gel d’agarose 2% (pour des
fragments de 500 bp ou moins). Aprés migration, les bandes visualisées sous UV ont été
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découpées. La purification de ’ADN a alors été effectuée a I'aide du kit QIAquick Gel
Extraction de QIAgen selon les recommandations du fournisseur. Avant la ligation,
I’ADN purifié, a été dosé par une électrophorése sur gel d'agarose a 1%.

La ligation a été effectuée grace au kit pMosBlue blunt-end vector (Amersham). Les
plasmides sont fournis linéarisés par l'enzyme EcoRV et a bouts francs. Le produit de PCR
purifié a été placé en contact du plasmide (rapport insert/vecteur de 2,5/1) et soumis a la
réaction de ligation d’apres les recommandations du kit.

Avant la transformation, les plasmides, issus de la réaction de ligation, subissent une
microdialyse afin d’¢éliminer les sels qui pourraient géner 1’électroporation.

(c) Electroporation

L’¢lectroporation est une technique de transformation par choc électrique de courte durée
(entre 5 et 10 millisecondes) mais intense (appareil Biorad, résistance de 400 ohms,
capacitance de 25 pFd, différence de potentiel de 2,5 V).

50 ul de bactéries compétentes (4.108 bactéries), auxquels ont été ajoutés 1 ul de plasmide
(50 ng), ont été déposés dans des cuves a électroporer et soumises a une décharge
¢lectrique. 950 pl de milieu LB ont immédiatement été ajoutés, et les cellules ont été
laissées a 37°C durant 1 heure. Cette incubation permet aux génes de résistance aux
antibiotiques (ampicilline), portés par le plasmide, de s’exprimer. Les bactéries, apres
centrifugation 1 min a 3000 g, ont été étalées sur milieu sélectif sur lequel seules les
bactéries transformées se développent (LB gélosé, ampicilline 50 pg.ml”, Xgalactose
(Xgal) 12 pM, IsoPropylThio-B-D-Galactoside (IPTG) 200 mM). Aprés une nuit a 37°C
les boites ont été mises a 4°C pendant 4 ou 5 heures. Cette étape permet de différencier les
clones transformés avec un plasmide portant un insert (blancs car lac-), des clones au
plasmide vide (bleus car lact). Le site Eco RV, qui a permis l'ouverture du plasmide, est
contenu dans le polylinker inséré a l'intérieur d'un fragment du géne /acZ qui reste
fonctionnel malgré cette insertion. Ainsi, lorsque la cellule hote, lac-, intégre un plasmide
vide, elle devient lac+.

5) Minipréparation d’ADN plasmidique par lyse alcaline

Le protocole de préparation de I'ADN plasmidique est celui décrit par Sambrook et al.
(1989), basé sur une dénaturation alcaline du chromosome bactérien qui précipite, avec les
protéines complexées par le SDS, tandis que ’ADN plasmidique est renaturé et reste
soluble. Un traitement a la RNAse et une extraction phénolique ont été réalisés en plus
pour une meilleure purification (élimination des ARN et des protéines).

6) Séquencage

Le séquencage de I’ADN plasmidique est réalisé par Génome Express S.A. (Grenoble) sur
des aliquotes de 10 pl (500 ng). La réaction de séquencage a été effectuée par
amplification par PCR dans un volume final de 20 pl en utilisant 100 ng de produit PCR, 5
pmol de primers et 9,5 pl d'un mélange de ddNTP colorés (Didesoxy 2' 3' Nucléotides
Triphosphate) selon le protocole Applied Biosystems.

7) Recherche des séquences amont des génes

Afin de disposer de I’entiere partie des génes codant pour des homologues de PA1b, les
séquences en amont de celles obtenues par PCR ont été recherchées, a 1'aide du kit
Universal GenomeWalker'™ (Clontech, USA), selon les indications du fournisseur
(principe en annexe 1). L'ADN génomique a été digéré par 4 enzymes de restriction a
bouts francs (Dral, EcoRV, Stul, Pvull). Apres purification de I'ADN, quatre banques de
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digestion ont alors été obtenues. Pour chacune, une réaction de ligation d'adaptateurs
fournis dans le kit a été réalisée. L'ADN est alors prét pour réaliser les 2 PCR consécutives
et nichées : les amorces de la seconde amplification s'hybrident, sur le fragment obtenu
aprés la PCR 1, intérieurement aux primers de cette premi¢re PCR (Figure 39). Pour
chacune, une amorce du kit, s'hybridant sur l'adaptateur, et une amorce spécifique,
déterminée d'aprés les séquences incomplétes obtenues par PCR classique, ont été
utilisées.
> >

Fragment de PCR1 | |

Fragment de PCR2 |

Figure 39 : Principe de la PCR nichée. Les amorces de la premiere PCR (fleches au trait plein) amplifient un
premier fragment sur lequel s'hybrident les amorces de la deuxiéeme PCR (pointillés), qui amplifient alors un
fragment (en noir) plus court et interne au premier produit.

Le produit de PCR majoritaire et de taille supérieure a 600 pb obtenu dans 1’une des 4
banques a alors été cloné et deux clones en ont été doublement séquencés. Les séquences
ont alors été¢ assemblées et analysées avec le logiciel MacMolly, contrélées vis-a-vis
d’éventuelles erreurs de PCR ou séquencage et vis-a-vis des séquences de départ, annotées
pour leur partie codante, la position de leur intron et du peptide signal (grace aux logiciels
Signal P, NetGene2, NetStart disponibles au http://www.cbs.dtu.dk et manuellement
d’aprés les séquences génomiques connues du pois et du soja). Elles ont ensuite été
soumises a EMBL avec les numéros d’accessions suivants : AJ574789 a AJ574791 plus
AJ574793 pour la séquence du pois complétée dans sa partie 3° (PAla) par la séquence
d’un cDNA de graine de pois identique sur la partie commune.

11. Résultats

A. Recherche des homologues de PA1lb dans les graines des
plantes étudiées

1) Toxicité des farines entieres

Pour comparer les 4 plantes, la toxicité globale de leurs graines pour S. oryzae a tout
d’abord été étudiée. Afin d’éviter ’influence des caractéristiques physiques des graines
(taille, forme, aspect), celles-ci ont été réduites en farine et testées a différentes
concentrations (80, 60, 40, 20, 10, 5 %), complétées par de la farine de blé.

La mortalité des souches sensible (S) et résistante (R) a été suivie jusqu'a atteindre 100 %
sur la souche sensible (environ 15 jours).

(a) Mortalité des charancons sensibles sur farine entiére

La toxicité différe grandement d’une espece végétale a 1’autre et particulierement sur
souche sensible. En effet, bien que dans tous les cas tous les insectes de cette souche
meurent en 15 jours quelle que soit la concentration en farine, 1’étude des mortalités
cumulées au jour 4 montre le mieux cette disparité (Figure 40).
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Figure 40: Mortalités cumulées (pourcentages) au 4éme jour de la souche sensible de S. oryzae sur
différentes concentrations en farine entiére du pois, du soja, de M. fruncatula et du haricot.

Le pois, qui s’avere le plus toxique aux hautes concentrations (80 et 60 %), présente un
profil de mortalité simple : augmentant linéairement avec la concentration. On retrouve ce
méme profil pour le soja. Une détermination de la concentration létale 50 a donc été
réalisée grace au logiciel TOXICO™ sur ces deux plantes. Le soja, de CLsp au jour 4 égale
a 44,3 %, s’avére bien moins toxique que le pois (CLsoj4 = 17,4 %).

Au contraire, le haricot apparait relativement peu toxique a ces fortes concentrations mais
bien plus a une concentration moyenne (40 %). Ceci peut s’expliquer par la présence dans
la farine du haricot d’anti-appétants, qui, a forte dose, limitent la consommation de
l'aliment artificiel par les charangons, et donc I’ingestion de I’éventuel composé toxique
d’ou une moindre mortalité (les charangons pouvent en effet survivre plus de 7 jours sans
s'alimenter). Lors des dénombrements, il a en effet ét¢ constaté une faible alimentation sur
les boulettes 60 et 80 % du haricot ainsi que sur celles a 80 % de M. truncatula, celles-ci
n’étant que trés partiellement grignotées par rapport aux boulettes de concentrations
inférieures. Ces effets anti-appétants ne semblent pas exister chez le pois et le soja ou les
concentrations les plus fortes correspondent bien aux mortalités les plus élevées. Pour
comparer la toxicité vraie des plantes, on peut donc considérer la mortalité a une dose
relativement faible (20 %), ou les effets anti-appétants sur haricot et M. truncatula ne
semblent plus intervenir. Le pois apparait alors le plus toxique suivi de M. truncatula et du
haricot, le soja étant le moins toxique.

(b) Mortalité des charangons résistants

Sur pois (ou on ne s’attend a aucune mortalité, les charangons de souche résistante étant
¢levés sur pois cassés) comme sur haricot et soja, on n’observe pas de morts parmi les
insectes résistants, et ce a toutes les doses. La différence de mortalité entre sensibles et
résistants pour le haricot et le soja tend a indiquer la présence d'analogues de PA1b dans
ces plantes.

Au contraire, sur M. truncatula, les résistants périssent aussi vite que les sensibles pour les
concentrations les plus élevées (de 40 a 80 %) (Figure 41). Ceci indique que les mortalités
observées ne sont probablement pas le seul fait de la toxicité d’homologues de PA1lb
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(toxicité observée a faible dose 10-30%) mais bien plutdt d’une conjonction entre ces
protéines et d’autres substances toxiques propres a cette plante (toxicité a concentrations
plus élevées). La richesse en métabolites secondaires de cette luzerne est en effet bien
documentée (Bisby et al., 1994 ; Harborne et al., 1971). Il se pourrait de plus que ses
graines contiennent un peptide homologue de PA1b contournant la résistance des
charangons de la souche R Chine.
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Figure 41 : Mortalité cumulée (pourcentage) au 4~ jour de S. oryzae souches sensible S et résistante R sur
différentes concentrations en farine entiere de M. fruncatula.

Cette étude sur farine entiere montre une mortalité différentielle entre souches sensibles et
résistantes, les premiers mourant tous dans la durée du test tandis que les seconds
survivent pour la plupart. Comme la résistance des charancons envers PAIb est
monogénique (Grenier et al., 1997), on peut conclure a la probable présence
d’homologues de ce peptide dans les différentes plantes étudi¢es. On peut de plus conclure
de I'analyse de la courbe dose-réponse de cette étude qu’une concentration supérieure a 20
% ne convient pas a une comparaison de la toxicité de farines enti¢res, a cause des effets
anti-appétants de certains composés des graines. Ainsi, si un criblage général (variétal ou
d'espéces) était a réaliser, il pourrait étre conseillé d'utiliser une concentration de 10 a 20
% de farine enti¢re et de relever les mortalités au septiéme jour (pour exacerber la
différence de réponse entre souche témoin et souche résistante). Enfin, pour une étude
dose-réponse sur farine entiere, il conviendrait de réaliser une gamme de concentrations
allant de 60% a 1% et de noter 1'index de mortalité entre les jours 4 et 8.

La complexité des résultats sur farine entiére est, dans certains cas, source de difficultés
d’interprétation. Un fractionnement de ces farines et une étude de la toxicité des fractions
obtenues se sont donc avérés nécessaires.

2) Fractionnement et toxicité des différentes fractions

Apres avoir étudié la toxicité des farines entieres, un fractionnement de celles-ci a été
réalisé comme décrit dans Matériel et Méthodes (I.A.3), afin de révéler la présence
d'éventuels homologues protéiques de PA1b.
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Les proportions des différentes fractions dans la farine totale sont consignées dans la
Figure 42. On remarque que l'importance de chaque fraction varie suivant les plantes. En
particulier, les proportions des fractions résidu et pentane qui varient inversement. Elles
correspondent en effet a deux types de réserves différentes, lipidiques et glucidiques
(amidon, cellulose). Le soja, utilisé pour produire de ’huile est bien plus riche en fraction
lipidique (21%) que le pois ou le haricot (3%).

Pisum sativum Medicago truncatula

8% 3% 4% gy o1

12% 10%

61% 47%

Glycine max Phaseolus vulgaris
o% 21% 9% 3% 4%
9%

7%

1%

61%

8% 6%

Figure 42 : Importance des différentes fractions dans la farine entiere du pois, soja, de M. truncatula et du
haricot (% p/p). 1 : fraction pentane (lipides), 2 : MeOH, 3 : MeOH60, 4 : H,05, 5: H,08, 6 : résidu, 7 :
pertes.

Les différentes fractions des quatre plantes étudiées ont ensuite été testées a la
concentration qu’elles avaient dans la farine d’ou elles ont ét¢ extraites (EFE).

(a) Toxicité des fractions méthanol 60 % sur S. oryzae

Etant la fraction d’ou a été purifiée PAlb a partir du pois, MeOH60 a été la premicre
étudiée. Pour le pois, elle entraine la mort de 100 % des charangons sensibles en 8 jours
mais n’affecte pas les insectes résistants (Figure 43). Un profil similaire est observé pour
le soja et le haricot. Ces résultats permettent de supposer la présence d’homologues de
PA1b dans ces 2 plantes. Pour M. truncatula, la mortalité des résistants comme des
sensibles étant totale dés le quatriéme jour, on ne peut conclure a la présence de tels
homologues.
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Figure 43 : Mortalités cumulées, au cours du temps, de la souche sensible S de S. oryzae sur les fractions
MeOH 60 du pois, du soja, de M. truncatula et du haricot, et mortalité cumulée de la souche résistante R sur
cette méme fraction pour M. truncatula.

Les TL50 montrent que la fraction MeOH60 de la luzerne méditerranéenne est la plus
toxique devant celle du pois et enfin du soja et du haricot (Tableau 6).

(b) Toxicité des autres fractions sur S. oryzae

Les différences s’accentuent lorsqu’on considere les autres fractions (Tableau 6).

Tableau 6 : Toxicité des différentes fractions (testées a 100% EFE) vis-a-vis des deux souches de
charangons sensible (S) et résistante (R). Temps létaux 50% = erreur standard.

TL50 fractions
(jours)
especes MeOH MeOH60 H,05 H,08 résidu
S R S R S R S R S R
Pisum >20 >20 45+ >20 57« >20 50 >20 54+ >20
sativum 0,2 0,4 0,4 0,3
Phaseolus | =20 >20 6,3+ >20 >20 >20 88+ >20 10,6 >20
vulgaris 0,3 0,9 0,2
Glycine |73+ >20 6,5+ >20 >20  >20 10,8 >20 8,0+ >20
max 0,9 0,9 +0,6 1,3
Medicago |39+ 88+ 35+ 36+ 45= 65+ 47+ 53+ 43+ 52«
truncatula | 0,4 0,6 0,3 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2 0,4 0,2

L’analyse statistique (Breslow-Gehan-Wilcoxon) utilisée sur cette étude de survie de type actuarielle pour
comparer les deux souches dans le cas de M. truncatula ne donne de différence significative (p-
value<0,0001) que pour les fractions MeOH et H,05.

Pour la fraction MeOH du pois ainsi que du haricot, aucune toxicité n’est observée. Celle
du soja présente un différentiel de mortalité total (toxicité sur S mais pas sur R) pouvant
correspondre a la présence de peptides de type Alb. Pour M. truncatula cette fraction
s’avere toxique aussi bien pour les sensibles que pour les résistants, avec toutefois un
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retard de mortalité des résistants (TL50 significativement plus ¢élevé). Ce retard pourrait
étre 1i¢ a la présence dans cette fraction d’homologues de PA1b, auxquels les charangons
de souche résistante seraient insensibles, mais associés a d’autres composés toxiques qui
finiraient par entrainer la mort des insectes.

La fraction H,OS du pois entraine un différentiel de toxicité total laissant supposer la
présence d’isoformes de PAlb dans cette fraction. Il pourrait s’agir de peptides
homologues différents de ceux de la fraction MeOH60 ou d’une contamination de ces
derniers dans la fraction aqueuse, les extractions n’étant pas totales. Toutefois, pour le soja
et le haricot, aucune toxicité n'est observée, laissant supposer que la contamination de
fraction a fraction suivante est relativement faible. Enfin, pour M. truncatula, la fraction
aqueuse acide est fortement toxique pour les charangons sensibles comme pour les
résistants malgré un différentiel significatif.

La fraction H,O8 du pois est elle aussi toxique pour les charangons sensibles et
inoffensive pour les résistants. Un méme différentiel de toxicité est observé pour le soja et
le haricot bien que les TL50 de ces deux fractions sont moindres que celui du pois (10,8 et
8,8 contre 5,0 respectivement). Une fois de plus, M. truncatula s’avére hautement toxique
pour les deux souches d’insecte pour cette fraction.

La fraction résidu des 4 plantes tue les sensibles, et les résistants dans le cas de la luzerne.
Malgré un aspect physique de I’aliment plus friable et moins homogene, par rapport aux
boulettes témoins (farine de blé seule) ou a celles contenant les autres fractions, les
fractions résidus sont bien consommeées par les insectes des deux souches. Dans le cas de
la luzerne méditerranéenne, 1'absence de différentiel significatif indique que la fraction
résidu contient probablement un ou plusieurs composés toxiques non apparentés a PA1b.
Au contraire, les différentiels totaux de toxicité observés dans les résidus des trois autres
especes végétales témoignent certainement de la présence d'A1b dans ces fractions.

Il ne serait pas surprenant de trouver des homologues de PA1b dans différentes fractions.
En effet, les peptides Alb sont le produit d'une famille multigénique et, vu leur petite
taille, le changement d'un nombre limité d'acides aminés peut suffire a modifier fortement
leur hydrophobicité et/ou leur ionisation. Leur présence dans la fraction résidu, indiquant
une insolubilité dans les solvants utilisés ici, peut paraitre surprenante. Nishizawa et al
(1995) ont montré, par immunocytochimie, que la leginsuline se localise autour de la
membrane plasmique et des parois des cellules de graines de soja immatures. La liaison
des Alb a des portions de membrane ou des polymeres de parois cellulaires pourrait
expliquer leur présence dans les fractions insolubles.

Au vu des fortes toxicités de toutes les fractions de M. truncatula, une purification un peu
plus poussée a été réalisée. Les fractions MeOH et MeOH 60 pouvant contenir de
nombreuses petites molécules toxiques (acides aminés non protéiques, phénols), ont été
dialysées a travers une membrane de pores de 3,5 kDa. Les tests de toxicité ont été réalisés
sur le dialysat mais aucune différence notoire n’a pu étre observée avec la toxicité des
fractions non dialysées.

L’¢étude de la toxicité des différentes fractions a donc permis de situer plus précisément la

présence d'homologues de PA1b solubles (i.e. pour lesquels un différentiel de mortalité

entre souche témoin sensible et souche résistante est observé) :

* dans les fractions MeOH 60, confirmant les résultats préalablement obtenus sur pois
(purification de PA1b a partir de cette fraction)
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* mais aussi, probablement, dans les fractions MeOH du soja et de M. truncatula, H0O5
du pois et de M. truncatula, et H,O8 du pois, soja et haricot.

Le cas de M. truncatula reste toutefois complexe, puisqu’aucun différentiel total (mort des

S sans toxicité pour les R) de mortalité n’a été mise en évidence.

Pour confirmer la présence de peptides de type Alb dans ces fractions, une recherche des
analogues immunologiques de ce peptide a été entreprise grace a la technique de
I’immunodétection.

3) Détection électrophorétique et immunologique d'homologues de
PA1b

Afin de vérifier la présence de protéines dans la zone de migration de PA1b, et avant de
réaliser I'immunodétection, chaque fraction testée précédemment sur charangons a été
analysée par ¢lectrophorese sur gel d’acrylamide. Pour cela, sont déposés sur le méme gel,
PA1b purifiée et/ou une fraction intermédiaire de la purification de ce peptide
(SRAIMG60 : fraction albumine de la farine de pois extraite au méthanol 60 %, riche
d’environ 20 % (p/p) en isoformes de PA1b).

PA1b forme une bande large autour de 4 kDa dans les conditions expérimentales choisies.
Ainsi toute trace protéique autour de 4-5 kDa peut étre interprétée comme pouvant
correspondre a des homologues de PA1b.

On observe de telles traces pour les fractions MeOH 60 du pois, du soja et du haricot
(Figure 44). Ce résultat était attendu pour le pois puisque c’est dans cette fraction que
PA1b se situe, et ’on peut conclure que cette trace correspond bien a des isoformes de
PA1b. Pour le haricot et le soja, on observe des traces identiques a celles du pois, ce qui
permet de penser qu'il s'agit également d'isoformes de PA1b. On observe également une
bande a 6 kDa pour le pois qui pourrait correspondre a des Ala® non observée pour les
autres especes. La bande du soja d’environ 15 kDa est probablement une protéine de
réserve connue pour son hydrophobicité (SHP : soybean hydrophobic protein (Odani, S. et
al, 1987)). Pour M. truncatula, la fraction MeOH 60 n’a pas pu étre visualisée sur gel :
malgré un dépdt important de maticre, rien n’apparait sur le gel aprés migration.
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Figure 44: SDS-PAGE révélé a I'argent sur les fractions MeOH60 du pois (1), du soja (2), du haricot (3) et de
M. truncatula (5). marqueurs de poids moléculaires (M,m); SRA1M60 (4). Environ 10 ug de protéines ont été
déposées pour les puits 1, 3 et 5 et 20 pg pour le puit 2.

8 PA1D est en effet exprimé avec un autre peptide d’environ 6 kDa (PA1a) sous forme d’une préproprotéine
maturée par la suite en PA1b et PAla (Figure 52). De plus, on retrouve dans cette fraction des masses
correspondant aux séquences d’isoformes de PAla clonées (cf I1.C
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Le méme probléme est survenu pour les fractions MeOH de toutes les plantes. Les
concentrations trés faibles en protéines nécessitent le dépot d’une grande quantité de
fraction, or celles-ci peuvent contenir de nombreuses molécules interférant avec
I’¢lectrophorése comme des polysucres ou de petites molécules chargées. Pour pouvoir
observer les protéines de ces fractions, il faudrait donc les purifier plus avant ce qui n’a
pas pu étre réalisé jusqu’ici, la purification étant en cours actuellement sur les extraits de
M. truncatula.

Les fractions H,O n’ont présenté aucune difficulté de ce type, étant riches en protéines
solubles. La Figure 45 montre les profils variés obtenus. On retrouve pour le pois une
faible réponse dans la zone de taille de PA1b dans la fraction H,OS5. Pour les autres
especes ainsi que pour les fractions H,O8, aucun peptide de masse apparente proche de
PA1b n’a pu étre franchement observé malgré les différentiels de toxicité observés pour
certaines d’entre elles.
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Figure 45 : SDS-PAGE, révélé a l'argent, des fractions aqueuses de M. truncatula (1 : pH 8; 2 : pH 5), et des
fractions H205 de G. max (3), P. vulgaris (4) et P. sativum (5). marqueurs de poids moléculaires (M, m);
SRA1MB60 (6); PA1b (7).

Pour vérifier si les protéines observées correspondent bien a des analogues de PA1b, une
immunodétection a été réalisée sur les fractions MeOH 60 et HO5 (Figure 46). Seuls
PA1b purifié, les fractions SRAIM60, MeOH 60 et H;OS5 du pois, et ’ovalbumine’ du
standard protéique fixent 1’anticorps. Cette absence apparente de réaction croisée ne
permet donc pas de valider immunologiquement la présence d’analogues dans les fractions
MeOH 60 de P. vulgaris et G. max, et H,O5 de P. vulgaris. 1l se peut que les isoformes de
PA1b potentiellement présentes dans ces fractions ne soient pas reconnues par I’anticorps
car différant plus des isoformes du pois que celles-ci ne différent entre elles. En effet, la
détection d'une isoforme dans la fraction H,O5 du pois indique que l'anticorps
reconnaitrait plusieurs isoformes de solubilités différentes.

’L’anticorps utilisé ici a été réalisé par injection de PA1b couplé a I’ovalbumine de haut poids moléculaire
pour le rendre plus antigénique.
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Figure 46 : Membranes de transfert marquées par I'anticorps antiPA1b et révélées par la phosphatase
alcaline.

A : fractions MeOHG60. M. truncatula (1), P. sativum (2), G. max (3), P. vulgaris (4), PA1b (5) ; marqueurs de
poids moléculaires (M, C : coloré). B : Membrane de transfert correspondant au gel SDS-PAGE de la Figure
45. Fractions aqueuses de M. truncatula (1 : pH 8; 2 : pH 5), H,0O5 de G. max (3), P. vulgaris (4) et P.
sativum (5) ; SRA1M60 (6); PA1b (7) ; marqueurs de poids moléculaires (M, m).

Ainsi la détection des analogues peptidiques de PA1b dans les trois espéces
¢tudiées s’aveére pour I’instant peu fructueuse. Un criblage biochimique ou
immunologique précoce (sur extraits bruts) des albumines de type 1b sera difficile a
obtenir par des techniques électrophorétiques a priori adaptées a cet objectif. La nature de
ces albumines (compacité, solubilit¢ en milieu non aqueux, ponts disulfures, nombre
d’¢épitopes réduit impliquant une antigénicité médiocre) est probablement responsable de
ces difficultés. C’est pour essayer de contourner ce probléme que des tests d’inhibition de
liaison de ligand marqué ont été utilisés.

4) Résultats des tests d’inhibition de liaison.

Pour confirmer la présence ou non d’Albumines de type 1b dans les extraits MeOH60 et
les différentes fractions de M. truncatula, des tests de compétition de liaison de ligand ont
été réalisés entre ces extraits et la toxine marquée radioactivement. En effet, celle-ci
posséde un site de liaison spécifique a forte affinité¢ (Kd 6 nM) (Gressent et al., 2003) sur
préparations membranaires de charancons sensibles. Les résultats obtenus montrent que
toutes les fractions MeOH60, exceptée celle de M. truncatula, inhibent fortement la
liaison spécifique de '*I-PA1b a son site de liaison (Figure 47). Pour les fractions MeOH,
MeOH60 et H,O5 de M. truncatula, 1’inhibition observée n’est que 10 fois moindre par
rapport a celle des témoins négatifs blé correspondants. La fraction H,O8 de cette espece
ne présente aucune activité de liaison.

Pour les trois autres espéces, 1’inhibition de 50% de la liaison de PA1lb marquée est
observée pour 10, 18 et 79 ug d’EFE des fractions MeOH60 de P. sativum, P. vulgaris et
G. max respectivement. Ces valeurs, de 2 a 3 ordres de magnitude plus faible que celle du
témoin négatif, sont cohérentes avec les résultats des tests biologiques (Figure 43).
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Figure 47: compétition de liaison de '25_pA1b sur son site de liaison par les extraits MeOH60 des quatre

plantes testées et du blé témoin. e P. sativum, m P. vulgaris, O G. max, ~ M. truncatula, ¢ T. aestivum. Les
quantités portées en abscisse correspondent aux masses EFE présentes dans le puits de réaction.

B. Recherche des génes homologues au géne codant pour
PA1lb dans le génome des plantes étudiées.

1) Extraction d'ADN des différentes plantes

Le rendement de I'extraction d'ADN a été évalué a 150 ug par gramme de tissu frais, ce
qui entre bien dans I'échelle de rendement attendu (100 & 500 ug.g™) (Ausubel et al.,
1997).

La qualit¢ de 'ADN extrait a été testée, sur pois, par une PCR avec les amorces non
dégénérées U238 et L914. L'amplification ayant été positive, I'ADN génomique obtenu a
¢té aliquoté et conservé a -20°C ou utilisé directement pour la recherche des geénes
homologues a celui de PA1b.

2) Amplification de fragments de genes homologues a PA1lb

Le géne codant pour PA1b est constitué en réalité¢ de trois parties, codant pour une
préproprotéine. La séquence signal, rapidement clivée lors de la maturation protéique, est
suivie de la séquence codant pour PA1b puis de celle codant pour PAla, une autre
albumine de 6 kDa, riche en cystéine mais ne présentant pas d’activité entomotoxique et
de fonction encore inconnue (Delobel B et Quillien L, communication personnelle).
L’alignement des séquences des homologues de PA1 auparavant connues chez le pois, le
lupin et le soja a permis d’observer différentes régions bien conservées. Une premicre, au
début de la séquence codant pour PA1b, présentant le motif CSPFE"/\PPC, a été choisie
pour déterminer 1’oligonucléotide dégénéré Forl. Ce motif est supposé caractéristique de
cette nouvelle famille de peptide de graines PA1b car non présent dans les séquences
racinaires, a homologie faible mais significative, de M. truncatula. Les deux primers
reverse dégénérés ont été définis dans la séquence codant pour PAla, mieux conservée
que PAT1b, ce qui doit permettre d’obtenir les séquences C-terminales des homologues de
PA1b. Rev3 (DEHPNLC) se situe au début de la séquence de PAla, et Revl
(DIDYGWCEF), en aval d’environ 100 pb de ce dernier (voir Figure 52).
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Les deux paires formées par ces 3 primers ont été utilisées. Aprés avoir déterminé le
nombre de cycles (35), la température d’appariement (Ta = 50°C) et la concentration en
primers (3 uM) permettant une amplification correcte, les fragments obtenus ont été
analysés.

Avec la paire Forl/Rev3, on amplifie un fragment d’environ 130 bp, ce qui était
attendu d’apres les séquences disponibles (Figure 48). L’amplification est positive dans
toutes les plantes, méme le haricot dont on ne dispose d’aucune séquence et M. truncatula
pour laquelle les séquences disponibles restent trés éloignées, correspondant a des
peptides racinaires non exprimés dans les graines. Ce résultat trés encourageant nous a
amené a vérifier que ces fragments de taille attendue correspondent bien a des séquences
analogues au geéne de PAlb par leur purification, clonage et séquencage. Chez M.
truncatula, en plus de ce fragment de 130 bp, une deuxiéme bande, moins intense, de 400
bp environ est observée. Ce fragment inattendu correspond a une amplification
aspécifique (séquence non codante).

1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12 13 M

130 pb

Figure 48 : Amplification par PCR avec les amorces For1 et Rev 3 d'un fragment de 130 pb correspondant a
une partie du géne de PA1b. 1,2,3 : P. vulgaris ; 4,5,6 : M. truncatula ; 7,8,9 : G. max ; 10,11,12 : P. sativum ;
13 : témoin négatif ; M : marqueur 1 Kb. 1,4,7,10 : 500 ng de matrice; 2,5,8,11 : 50 ng; 3,6,9,12 : 10 ng.

La paire Forl/Revl a également été utilisée avec succes : chaque plante présente
une unique bande d’environ 220 bp, que l'on pouvait attendre d’apres les séquences

connues (Figure 49).
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figure 49 : Amplification par PCR avec les amorces For1 et Rev1 d’un fragment de 220 pb correspondant a

une partie du géne de PA1b et du début du géne de PA1a. 1,2,3 : P. sativum ; 4,5,6 : P. vulgaris ; 7,8,9 : M.

truncatula ; 10,11,12 : G. max ; 13 : témoin négatif ; M : marqueur de poids moléculaire. 1,4,7,10 : 100 ng de
matrice; 2,5,8,11 : 50 ng; 3,6,9,12 : 10 ng.

Ces deux amplifications ayant réussi et fourni des fragments de taille identique entre les 4
plantes, on peut en déduire que les séquences entre ces plantes de tribus différentes
doivent étre assez bien conservées, au moins au niveau des oligonucléotides, et donc pour
PA1b, au niveau du motif CSPFE"/\PPC. C’est pour confirmer cette hypothése que les
fragments de chacune des plantes obtenus a partir des deux PCR ont été séquencés.
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3) Recherche des séquences amont des génes

L’analyse des séquences des fragments de PCR a abouti a la détermination d’une unique
séquence pour le soja, et de deux pour le pois, le haricot et M. truncatula. Pour chacune de
ces séquences, deux amorces spécifiques ont été déterminées pour la marche sur le gene,
excepté pour le pois. Pour cette espece, une seule séquence a été sélectionnée.

La présence de deux PCR successives permet d'augmenter la spécificité de 'amplification:
en effet, pour chacune, une seule amorce est spécifique, l'autre étant fournie par le kit et
s'hybridant sur l'adaptateur présent sur tous les fragments de restriction obtenus apres
digestion et ligation. De plus, il est important de déterminer les primers spécifiques dans
les régions variables des séquences, afin qu'ils ne puissent s'hybrider que sur le géne
correspondant au clone choisi et dont on veut la séquence amont. En adaptant la
température d’amplification (65°C contre 67°C) et le nombre de cycles (25 contre 20 pour
la PCR nichée et 35 contre 32 pour la premiére réaction), des produits majoritaires ont pu
étre observés lors de la PCR nichée dans certaines banques des quatre plantes, ainsi que le
produit attendu sur I’ADN témoin (humain) (Figure 50).

12 3 4 5 6 789 10 M 11 12

1,5 kb géne
IEianc}es 1,6 kb humain : témoin
clonées kb positif

0,5 kb

Figure 50 : Exemple de résultats de la PCR nichée du protocole GenomeWalker sur les banques d'’ADN
génomique digéré du haricot (séquence PvuA1b001) (6,7,8,9) et de M. fruncatula (séquence MtrA1b006)
(1,2,3,4). banque Dral (1,6); banque EcoRV (2,7); banque Stul (3,8); banque Pvull (4,9); marqueur 1 kb (M);
témoins négatifs (5, 10, 12); témoin positif : ADN humain (11).

Les bandes majoritaires sont purifiées, clonées, séquencées et analysées. Les deux
séquences d’Alb de M. truncatula, celle du soja, celle du pois et I’une des deux séquences
du haricot ont ainsi pu €tre complétées en 5°. Pour la séquence PvuAlb041, deux
séquences 5’ divergentes et différentes du fragment obtenu par PCR avec amorces
dégénérées ont ét¢ obtenues. Ceci indique la présence d’autres alleles ou loci chez le
haricot, en accord avec les masses (au moins 3) de peptides pour lesquelles aucune
séquence n’a pu étre associée, dans I’extrait MeOH60 (voir Tableau 7 et paragraphe C.)
De plus, pour M. truncatula, la méme démarche a été utilisée avec succes pour rechercher
les séquences en 3’ des fragments obtenus par les premic¢res PCR, afin de disposer des
séquences complétes de ces nouveaux geénes.

4) Analyse des séquences

Les différentes séquences (complétes et incomplétes) obtenues ont ét¢ alignées en utilisant
le logiciel Multalin™ ¢élaboré a I’'INRA de Toulouse et disponible sur Internet
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(http://www.toulouse.inra.fr/multalin.html). Pour les séquences de peptides racinaires de
M. truncatula, 1’alignement a été arrangé manuellement afin de conserver 1’alignement des
cystéines (Figure 52). Les séquences obtenues sont nommées d’aprés la nomenclature
neutre proposée par Y. Rahbé'’.

La structure globale du gene de PA1b est conservé dans toutes les espéces. On retrouve un
peptide signal relativement variable coupé d’un intron de taille variable (de 82 a 368 pb
pour le pois et le soja respectivement), puis Alb, un court peptide intermédiaire potentiel
de longueur relativement variable, et enfin Ala qui apparait plus conservé (y compris chez
les homologues non-graines). La forte conservation de la molécule tend a indiquer qu'elle
joue un role précis toutefois encore inconnu. Higgins et al. (1986) et Gatehouse et al.
(1985) proposent un role de stockage du soufre dans les graines, ce qui n'explique ni cette
forte conservation, ni la présence d'homologues relativement proche dans les racines.

La comparaison avec les séquences publiées du pois et du soja montre que nos séquences
sont de nouveaux alleles avec peu de mutations, toutes synonymes dans le cas de la
séquence du soja par rapport a certains EST. Les nouveaux génes de M. truncatula et du
haricot apportent de la variabilité dans la famille peptidique, amenant a distinguer certains
acides aminés particuliérement bien conservés dans les Alb. Il s’agit des six cystéines il
est a noter que la derniére est exceptionnellement absente dans la séquence MtrA1b007),
des cing prolines, des glycines G5 et G30 en plus de ’arginine R21 et de la leucine L27.
Les deux séquences de M. truncatula, dont une assez fortement divergente (MtrA1b007),
restent toutefois plus proches de la séquence de PA1b que des peptides racinaires et
nodulaires auparavant publiés chez cette espece (Gamas et al., 1996).

L’analyse des séquences complétes déja connues, ainsi que la structure tridimensionnelle
de PA1b, permet de distinguer plusieurs régions plus ou moins conservées (Figure 52 et
Figure 51): région de maturation N-terminale, segment nC1 N-terminal, segment CC2
court, segment CC3 ou a été ancré le primer N-terminal, formant une boucle apparemment
souple laissant les résidus F et E accessibles a un pdle de la molécule, segment CC4
variable formant une boucle opposée a la précédente, segment CC5 trés court (CXC),
segment CC6 repli¢ réalisant un doigt rigide hydrophobe dont 1’extrémité jouxte les
résidus F et E au méme pole du peptide, puis segment Ce7 C-terminal et enfin région
intermédiaire I entre PA1b et PAla, éliminée a la maturation du peptide.

nCl CC2 CC3 CC4 CC5 CC6 Cc7
PAlb [AS|CNGV|CSPFEMPPCGTSAICRC/IPVGLVIGY/CRNPSG

Figure 51 : CC1 a 7 : Segments de PA1b délimités par les cystéines 1 a 6.

= La séquence de maturation a clivage post A (motif '/;EA) s'avére bien conservée
entre peptides racinaires et peptides de graines. Il est probable que l'enzyme
responsable de cette maturation soit elle aussi relativement conservée. 1l faut
toutefois remarquer que les sites de coupure des peptides racinaires et du lupin ne
sont pas connus expérimentalement, les séquences obtenues ne provenant pas de
séquengage protéique mais nucléique. Seuls les peptides décrits par Higgins et al.
(1986) et Watanabe et al. (1994), ainsi que ceux ressortant de notre étude (pois,
soja et haricot) sont parfaitement caractérisés d'un point de vue post-traductionnel.

"% les trois premiers caracteres sont la premiere lettre du nom de genre et les deux premieres du nom
d'espece, suivis de trois lettres indiquant le type de peptide (A1b ou Ala) et de trois chiffres (NNN)
permettant d'identifier les isoformes d'une méme espece : GesA1xNNN.
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= Le segment CC3 s'aveére extrémement conservé (CSPFEM(/V)PPC) dans les
séquences de type peptide de graine. Cette extréme conservation et sa position
tridimensionnelle dans la protéine (coude tourné vers 1'extérieur du peptide, di a la
présence de trois prolines dont une cis (Jouvensal et al., 2003)) permettent de
supposer que ce segment jouerait un role important dans I’activité du peptide.

= La variabilité¢ de la boucle CC4 se trouve confirmée par les séquences obtenues. En
effet, au dela de la variabilit¢ des acides aminés accentuée par l'apport des
nouvelles séquences, le nombre méme de ceux-ci varie : PvuA1b001 présente 5
acides aminés contre 4 pour les autres séquences de graines.

= Au contraire, le segment CC5 est parfaitement conservé. Dans tous les peptides de
graines, le motif est CRC, pour les autres peptides, 1'acide aminé central varie
fortement (CXC). Cette conservation du motif (un seul acide aminé entre les deux
cystéines) est certainement lié & une forte contrainte structurale concernant
probablement la connectivité des ponts disulfures.

» Le doigt hydrophobe (CC6) s'avére assez variable, avec toutefois conservation de
la proline a la deuxiéme position, de la leucine a la cinquiéme et d'une glycine a
I'avant-derniére, pour les peptides de graines. Au vu de sa position
tridimensionnelle (tourné vers l'extérieur, en face du segment CC3) et de son
hydrophobicité conservée, ce segment pourrait également étre important pour la
toxicité de ce peptide.

= Le segment I, situé¢ entre PA1b et PAla présente une variabilité¢ de longueur, plus
importante et plus attendue que pour CC4, puisque n’influant pas sur la structure
des peptides. On peut remarquer que le premier acide aminé de ce peptide, V ou L
dans la plupart des séquences, est une proline pour les deux séquences de M.
truncatula. Jouxtant le site de clivage observé chez le pois (glycine C-terminale
remplacée dans cette espéce par une sérine), elle pourrait empécher la maturation
de type pois des peptides de cette plante.

On ne connait pas le mode d’action des peptides de type Alb et I’observation de motifs
conservés ou au contraire fortement variables peut étre une aide a la détermination des
régions actives. Néanmoins, 1’absence de véritable motif protéique structural détecté, ne
permet pas de présager du mode d’action et du role exact de ces peptides, dans les insectes
cibles comme dans la graine. En effet, la caractérisation du site de liaison de PA1b dans
les tubes digestifs des charangons est en cours au laboratoire et ’activité entomotoxique
éprouvée de ce peptide permet de le considérer comme molécule de défense des graines.
Toutefois, les peptides apparentés caractérisés chez le soja et le lupin n’ont pas été testés
pour leur activité entomotoxique. La toxicité analogue observée sur la farine de soja au
cours de ce travail laisse présager d’une réelle activité toxique de ces peptides mais
n’exclut pas un éventuel autre réle. En effet, il se peut que ces peptides servent de réserve
de soufre dans la graine comme proposé initialement par Higgins et al. (1986). Il est
¢galement possible qu’ils interviennent dans un mécanisme de transduction de signal, au
sein de la plante, comme suggéré pour le lupin par Ilgoutz et al. (1997), et pour le soja par
Watanabe et al. (1994).
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PsaAlb005 (Delobel et al., 1998) ASCNGV---CSPFEMPPCGTSA-CRCIPVGLVI--GYCRNPSG

Q40999 (Psa, M81864) MASVKLA-SLIVLFATLGMFLTKNVGA ASCNGV---CSPFEMPPCGSSA-CRCIPVGLLI--GYCRNPSG V—F LKGN DEHPNLC/..
PsaAlb048 (non publiée) CRSSA-CRCIPVGLLI--GYCRNPSG V--F LKGN DEHPNLC/..
PsaAlb012 (AJ574794) MASVKLA-SLIVLFATLGMFLTKNVGA ASCNGV---CSPFEMPPCGTSA-CRCIPVGLFI--GYCRNPSG V--F LKAN DEHPNLC/..
PsaAlb011 (AJ574793) MASVKLA-SLIVLFATLGMFLTKNVGA ASCNGV---CSPFEMPPCGTSA-CRCIPVGLVI--GYCRNPSG V--F LRTN DEHPNLC/..
PsaAlb014 (AJ574795) MASVKLA-SLIVLFATLGMFLTKNVGA ASCNGV---CSPFEMPPCGSSA-CRCIPVGLLI--GYCRNPSG V--F LKGN DEHPNLC/..
PsaAlb015 (AJ574796) MASVKLA-SLIVLFATLGMFLTKNVGA ISCNGV---CSPFDIPPCGSPL-CRCIPAGLVI--GNCRNPYG V--F LRTN DEHPNLC/..
PvuAlb041 (non publiée) CSPFEMPPCGSSD-CRCVPYGLFV--GSCIHPTG LSAA AKMI DEHPNLC/..
PvuAlb001 (AJ574792) MANVRVAPLALFLLATSIMFPMKKTEA VVCSGV---CSPFERPPCGSTRDCRCIPYGLFI--GACTYPSG LSSV AKTI DEHPNIC/..
GmaAlb005 (AJ574791) MAVFLLATSTIMFPTKIEA ADCNGA---CSPFEMPPCRSRD-CRCVPIGLVA--GFCIHPTG-LSSV AKMI DEHPNLC/..
BE661090 (EST Gma) MAVFLLATSTIMFPTKIEA ADCNGA---CSPFEMPPCRSRD-CRCVPIGLVA--GFCIHPTG LSSV AKMI DEHPNLC/..
AJ389043 (EST Mtr) MTYVKLAILAVLHLTIFLIFQTKNVEA ASCPNVGAVCSPFETKPCGNVKDCRCLPWGLFF--GTCINPTG SKYN MKMI EEHPNLC/..
TC18698 (EST Mtr) MANVKLAPFAVFCLAAFLMFPMKKIEG ESCESRG--CIFYINDSCPSG--CVCDPIDPVTWAGVCVSYS SI KKKV EEHPNYC/..
MtrAlb006 (AJ574789) MAYIRFAHLVVFLLAAFSLVPTKKVGA TDCSGA---CSPFEMPPCRSSD-CRCIPIGLVA--GYCTYPSS P-TV MKMV EEHPNLC/..
MtrAlb007 (AJ574790) MAYLRLAHLVVFLHATFSLIFPMMKAA EDCSGI---CSPFEMPPCPSSS-CRCIPVILIG--GNYVDPSS P-TI TKMV EKHANLC/..
Q9FRT9 (Van, AB052880) AADCNGA---CSPFQMPPCGSTD-CLCIPAGLLFV-GYCTYPSG LSSV AKMI DEHPNLC/..
Q9FRT8 (Vra, AB052881) AADCNGA---CSPFEMPPCRSTD-CRCIPIALFG--GFCINPTG LSSV AKMI DEHPNLC/..
Consensus (Alb de graines) a c g cspf ppc crcp 1 gc pg + dehpnlc

Figure 52 : alignement des séquences obtenues lors de notre travail et de celles de la littérature. La premiére colonne identifie les peptides (accession de Swissprot,
d’EST, ou d’EMBL, nom du géne) ainsi que I'organisme source : Psa : Pisum sativum, Pvu : Phaseolus vulgaris, Gma : Glycine max, Mtr : Medicago truncatula, Van :
Vigna angularis, Vra : Vigna radiata. La premiére ligne indique la maturation de type pois de la préproprotéine A1 (Higgins et al., 1986). Les cystéines conservées sont en
rouges, les autres acides aminés conservés sont en bleu.
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C. Détection de peptides par spectrométrie de masse.

Pour appuyer les résultats des tests biologiques, des électrophoréses et des tests de liaison,
et de ’approche de biologie moléculaire, les fractions MeOH60 ont été analysées par
Spectrométrie de Masse MALDI-TOF. Pour chacune, des peptides autour de 4 kDa ont été
détectés, toutefois a un nettement moindre niveau pour M. truncatula. Pour le pois, un
groupe supplémentaire et abondant de peptides a 6 kDa est également observé.

En considérant une maturation post-traductionnelle semblable a celle de PA1lb pour les
différents homologues clonés (colonne masses théoriques), nous avons pu trouver les
peptides correspondants (colonne masse détectées : valeurs soulignées) dans les fractions
MeOH60, sauf pour M. truncatula (Tableau 7). De plus, nous avons identifi¢ de probables
variants tronqués en C-terminal ne possédant pas la glycine terminale des Alb complets
déterminés (-57 Da). Ceci est observé pour les trois plantes positives. D’autres peptides du
haricot, de masse 3822, 3866 et 3874 non déterminés par leur séquence, sont
probablement également des isoformes d’Alb car leurs équivalents potentiellement
tronqués d’une glycine existent. Dans le pois, on retrouve également des pics de masse
correspondant aux clones obtenus par recherche de cDNA homologues. Une isoforme
supplémentaire non clonée (au niveau génomique comme au niveau des cDNA) mais
précédemment identifiée par séquengage protéique se retrouve dans le pic de masse 3758
de la fraction MeOH60 de cette espece. En outre, les quatre Ala clonées chez cette espéce
(ADNCc) ont également été identifiés dans les fractions MeOH60 et H,OS5. Pour M.
truncatula tous les variants possibles de maturation C-terminale des deux séquences
nucléiques caractérisées ont été testés pour la présence de pics de masse correspondants,
mais sans succes.

Pour la fraction MeOH60 complexe du pois, une analyse plus poussée a été réalisée par
séparation en HPLC suivie d’une analyse par spectrométrie de masse de type ESI. Une
extraction a ’acétone 80% glacée (-20°C) a été effectuée sur cette fraction. La partie
soluble, MeOH60A80, contenant les isoformes de PAlb, a alors été injectée en HPLC
amenant a la séparation de 6 groupes de peptides en conditions isocratiques (Figure 53).

500] mAbs
450] 3
400]
350]
300]
250]
200]
150] 1 >
100} 2 4
50]

1 min
20 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0 18.0 21.0 24.0

Figure 53 : chromatogramme d'HPLC en conditions isocratiques : séparation de pics d'isoformes de PA1b de
la fraction MeOHG60AB80 du pois.
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Pour le pic 1, les masses de 3788,73+-0,08 et de 3741,43+-0.35 sont détectées, pouvant
correspondre respectivement aux isoformes PsaAlb0l15 et aux deux isoformes
isomassiques PsaAl1b011 et 014. Le pic 2 ne présente qu’une seule masse de 3757,68+-
0.60 n’ayant pas de clones correspondant. Le pic 3 n’est également représenté que par une
seule masse, de 3788,48+-0.15 qui peut a nouveau correspondre a 1’isoforme 015. Cette
ambiguité de position de l'isoforme 015, témoignerait de I'existence d'une isoforme
isomassique a 015, plus ou moins hydrophobe que celle-ci, et dont le clone n'a pas été
caractérisé. Le pic 4 contient trois masses différentes non reliées a un clone : 3772,53+-
0.08 ; 3842,73+-0,08 ; 3819,48+-0,98. Les masses de 3519,78+-0,29 et 3502,53+-0,08
constituent le pic 5. Enfin, la masse de 3789,48+-0,14 détectée dans le pic 6 correspond a
celle de la séquence 012. La haute résolution de cette analyse indique qu’au moins dix
genes et peptides (alleles ou loci) sont exprimés dans le pois, bien que nous n’ayons
identifi¢ que quatre d’entre eux par la recherche de séquences nucléiques au niveau
génomique ou des transcrits. La complexité de cette famille de genes pour laquelle
différents geénes codent pour des peptides peu divergents mais de méme masse (isoformes
PsaAl1b011 et 014, PsaAlb015 virtuellement présent dans deux pics HPLC) est
probablement due a une évolution récente de ces homologues dans cette espéce.

Finalement, 1’analyse par spectrométrie de masse MALDI des fractions MeOH et H,O5 du
pois a été réalisée afin de déterminer d’éventuelles contaminations entre fractions
successives. La comparaison des masses déterminées (tableau) montre que I’extrait MeOH
est trés peu contaminé par les composants majeurs de la fraction suivante (MeOH60) mais
que les fractions MeOH60 et H,O5 partagent certains composants'', ce qui pourrait étre
dii a une extraction incompléte, et/ou a l'existence d'isoformes isomassiques
d'hydrophobicité différente.

"' Les redondances correspondent a des masses différant de moins de 0,05%.
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Tableau 7 : Peptides observés par spectrométrie de masse sur des fractions sélectionnées des plantes

étudiées
espéce Masses théoriques ©  Fractions Masses détectées % intensité de
(genotype) (sequences cibles) correspondance correspondance *
(intensité relative)
Glycine max 3876.5 (GmaA1b005) MeOH60 3817 (25), 3874 (100 %), 72 %
(cv. Paoki) 3819.5 (c-1) 3890 (15), 3928 (16), 7858
(13)
Medicago 3870.4 (MtrA1b006) MeOH Pas de masse > 2000 © -
truncatula, 3858.4 (MtrA1b007)
(cv. Salernes)
« MeOH60 2593 (54),2767 (24),3443 0%
(23), 4375 (43), 4650 (12),
5114 (23), 5186 (100 %),
6887 (19)
Phaseolus 3994.6 (PvuA1b001) MeOH60 3764 (68), 3809 (100 %), 14 %
vulgaris, 3937.6 (c-1) 3820 (89), 3822 (83), 3866
(cv. Contender) (80), 3868 (75), 3874 (23),
3935 (62), 3993 (25)
2718, 4481, 5439
Pisum sativum 3742.4 (PsaA1b011) MeOH traces de 3745, 3760, 3791, -
(cv. Frisson) 3685.3 (c-1) 3808 3819 ¢
« 3742.4 (PsaAlb014)  MeOH60 3731 (16), 3742 (35),3758 67 %
3789.5 (PsaA1b015) (14), 3789 (86), 3806 (17),
3732.4 (c-1) 3816 (15), 5541 (14), 5740
3790.4 (PsaA1b012) (31), 5907 (56), 5921 (53),
3733.4 (c-1) 5935 (53), 5968 (12), 5983
(100 %), 5998 (14), 6014
5908.4 (PsaAla014) (20), 6028 (15)
5923.5 (PsaAla015) 3685, 3774, 3843 ¢
« 5971.5 (PsaAla011)  H,OpHS 3729 (23),3743 (24),3790 49 %
5984.5 (PsaAla012) (30), 3818 (30), 5005 (10),
5741 (28), 5908 (56), 5923
(50), 5936 (53), 5968 (10),
5984 (100), 6015 (18),
6029 (23), 6070 (13), 6086
(13), 6099 (13), 6114 (11),
6130 (12), 6146 (22), 6191
(17), 6209 (10), 6221 (11),
6809 (18), 7850 (27)

a : a partir des séquences clonées, masse moyenne MH+ moins 6 (pour les ponts disulfures). C-1 indique les
peptides tronqués en C-terminal. b : la correspondance avec une masse théorique est considérée (souligné)

si une précision de moins de 0,05% est obtenue. ¢ : Seuls les pics de masse supérieure a 2000 Da et

d’intensité de plus de 10% de celle du pic majoritaire sont reportés (quelques pics mineurs d’intérét sont
indiqués en italique). d : pourcentage d’intensité des pics identifiés avec correspondance versus l'intensité
totale des pics majeurs (définis en c).
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111. Discussion

Une toxicité différentielle entre charangons de souche sensible S et souche résistante R a
été détectée pour différentes fractions des graines des quatre plantes étudiées. Comme la
toxicité aigué¢ des graines du pois est due a PAlb (Delobel et al., 1998), et que la
résistance de S. oryzae a cette toxicité est un caractére monogénique (Grenier et al., 1997),
nous supposons qu’une toxicité différentielle S/R est due a des peptides de type Alb.

1) Toxicité analogue et génes homologues, cas du pois, du soja et du
haricot.

Cette hypothése se révele juste pour trois des plantes testées pour lesquelles un différentiel
total a été observé (pas de mortalité pour R). Ce profil de toxicité simple, dii uniquement a
des Alb est donc étendu d’une plante de la tribu des Viciae (pois) a deux especes de
Phaseoleae (haricot et soja). La toxicité de ces trois plantes est la plus ¢levée dans la
fraction MeOH60 d’ou a été purifiée la premicre toxine PA1b.

Les tests de compétition de liaison s’averent capables de détecter une activité de type Alb
dans des extraits relativement bruts de trois plantes, renforgant les résultats des tests
biologiques.

Au contraire du cas complexe de M. truncatula, la présence de peptides dans les extraits
toxiques du pois, du soja et du haricot apparait simple. Environ 70% des masses des
fractions MeOH60 pour lesquelles une séquence nucléique a pu étre mise en
correspondance appartiennent soit & des Alb (soja et haricot) soit a des Ala et des Alb
(pois). Il est surprenant de ne pas détecter d’Ala dans les extraits du soja et du haricot car,
d’un point de vue des séquences, ces peptides sont trés proches dans les trois espéces. Des
temps de renouvellement différents pour ces Ala dans les graines de Phaseoleae peut
expliquer de telles différences. Toutefois, peu de choses sont connues sur le contenu des
graines de Légumineuses pour de tels peptides et ces Ala ont été reportés jusqu’ici
uniquement chez le pois. PAla purifiée n’est pas toxique pour les charangons (Quillien et
Delobel, données non publiées) et sa fonction reste inconnue.

L’absence de signal dans les fractions des autres plantes que le pois lors des essais
d’immunodétection avec 1’anticorps anti-PA1b est également surprenante. Les peptides
présentent en effet une bonne homologie (au moins 60% entre MtrA1b007 et PsaA1b005).
Cependant, PA1b s’avére peu antigénique et le titre du sérum ainsi que le seuil de
détection sont médiocres. Cette technique n’est donc pas utilisable pour la recherche
d’A1b au sein des Légumineuses. La comparaison des séquences et la structure de PAlb
indiqueraient un possible épitope pour cet anticorps : le segment CC4 qui forme une
boucle exposée, hydrophile et variable dans la structure.

Au contraire, 1’approche par spectrométrie de masse MALDI sur des extraits relativement
bruts se révele d’une grande importance pour confirmer les séquences génomiques (en
¢liminant la faible variabilité pouvant étre due a des erreurs de PCR) et leur expression et
pour avoir une idée de la complexité peptidique de ces extraits. A part pour M. truncatula,
toutes les séquences clonées semblent bien exprimées, aboutissant a des A1b canoniques
dans les graines. Une analyse précise des masses devrait permettre de déterminer le
nombre de geénes exprimés, qui est un caractére assez variable allant d’un minimum
d’alleles ou loci estimé a 1-3 pour le soja, 2-4 pour le haricot, 5-10 pour le pois. La faible
variabilité individuelle de séquence, ajoutée a I’identification de la localisation génomique
principale des loci d’Alb sur le chromosome 6 du pois (EMBL AJ276882) semble
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indiquer des événements de duplication trés récents aboutissant a des clusters de génes
d’Albumines 1 dans certaines espéces, possiblement liés a la domestication. L’analyse
génétique en cours de ces loci estime a 7 les alléles d’Alb chez le pois, dont 6 seraient
polymorphiques entre génotypes et coségreégent avec le groupe de liaison 6 (Domoney,
communication personnelle). L’intensité de I’activité entomotoxique des graines de pois a
¢té étudiée sur de nombreux génotypes (Mbaiguinam, 1996) et varie grandement.
Toutefois, on ne sait pas dans quelle mesure cette caractéristique peut étre déterminée par
le niveau d’expression des Alb. Une telle variabilité d’activité entre génotypes et une
structure génomique semblable ont été¢ décrites récemment pour les inhibiteurs trypsiques
de type Bowman-Birk des graines de pois (Page et al., 2002).

2) Cas de M. truncatula.

Pour M. truncatula, les résultats des différentes approches sont plus difficiles a interpréter.
Concernant les tests biologiques, les fractions MeOH et H,O5 sont les seules a présenter
un différentiel significatif, bien que non total (forte toxicité sur R). Aucun peptide de type
Alb n’a été mis en évidence dans les fractions apolaires de cette plante, soulevant deux
hypothéses non exclusives : un différentiel de mortalité pourrait exister en 1’absence
d’Alb (MeOH), ou des homologues de PA1b existeraient dans les fractions H,O (qu’il
reste a analyser en spectrométrie de masse). La derniére hypothése semble plausible car un
peptide de masse supérieure a été détecté dans des extraits totaux de graines de M.
truncatula par immunodétection avec un anticorps antiPAla. L’analyse des séquences de
M. truncatula indique qu’un variant de maturation post-traductionnelle (ie sans clivage du
propeptide) est probable, car ce sont les seules séquences ne possédant pas la glycine C-
terminale identifiée comme variant de maturation par spectrométrie dans les autres
especes mais présentant une proline en aval du site supposé de clivage. Un tel résidu est
connu pour inhiber les enzymes endoprotéolytiques lorsque placé en position P’1 de leur
substrat.

De plus, pour cette espece végétale, aucune inhibition significative de liaison n’a pu étre
observée pour les fractions MeOH60 ainsi que MeOH, fraction qui présente pourtant un
différentiel de toxicité. Ceci peut s’expliquer, soit par la présence dans les fractions
apolaires d’inhibiteurs du test de liaison et de I’ionisation (pas de détection de peptides par
spectrométrie), soit par la présence dans ces extraits d’'un composé toxique non apparenté
a PA1b, et n’entrant donc pas en compétition avec PA1b pour son site de liaison, mais
pour lequel la souche R Chine serait également partiellement résistante. Ces deux
hypothéses sont a considérer car les spectres de masse de M. truncatula sont a faible
teneur en peptides mais présentent des groupes de pics caractéristiques d’oligomeres
saccharidiques (hexosamine) pouvant interférer avec 1’ionisation des peptides. De plus, la
souche R avait été récoltée en Chine sur un stock de graines non défini. Une analyse
génétique et biochimique de ’interaction entre ces charangons et M. truncatula est donc
requise pour comprendre leurs relations.

Bien qu’aucun peptide n’ait été détecté dans les fractions de graine de M. truncatula, les
genes identifiés dans cette espéce sont probablement fonctionnels, présentant dans leur
partie 5’ des signaux de régulation de la transcription (potentielle boite TATA). De plus,
ces geénes sont probablement exprimés dans les graines de par leur forte homologie de
séquence avec PAlb ou la leginsuline (>55% d’identité protéique), et de par 1’absence
d’étude des EST des graines en maturation dans cette espéce pourtant trés étudiée. Cette
espéce, appartenant au clade des Galégoides comprenant la tribu des Trifolieae et des
Vicieae, est plus proche du pois que du haricot et du soja, deux Phaséoloides, clade
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distinct. Ces relations phylogénétiques associées a la présence démontrée d’Alb chez le
pois, le haricot et le soja confortent 1’idée que M. truncatula exprimerait des homologues
de PA1bD.

1Iv. Conclusion

Au cours de ce travail, il a été démontré :

* une certaine difficulté d'analyse (anticorps polyclonal trop spécifique,
interprétation des tests biologiques sans différentiel de toxicité R/S),

* mais, malgré tout, la présence de génes homologues au sein des quatre especes
végétales étudiées,

* ainsi que la forte probabilité de la présence des produits d’expression de génes
homologues a PA1b dans les graines de trois de ces espéces (toxicité analogue et
masses des peptides correspondants).

Ceci valide donc l'approche de recherche d'homologues par voie moléculaire, ainsi qu'un
début de caractérisation biochimique et biologique des extraits peptidiques de graines. Au
vu de ce travail, une étude taxonomique plus approfondie de cette nouvelle famille
d'entomotoxines, au sein des Légumineuses, apparait réalisable : elle laisse présager une
potentielle aide a la compréhension de I’histoire évolutive de la famille peptidique, ainsi
qu'une intéressante variabilité de structures et d'activités biologiques associées a cette
famille. Ceci permettra peut-tre d'isoler des homologues de faible CL50 ou toxiques pour
les souches de S. oryzae résistantes et de mieux comprendre les déterminants structuraux
de leur entomotoxicité.
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La famille des Alb au sein de la
famille des Legumineuses

L’approche testée et validée lors de la premicre partie de cette these est ici appliquée a
plus large échelle taxonomique, afin de caractériser la variabilité des Alb au sein des
Légumineuses et d’essayer de comprendre 1’évolution de cette famille peptidique.

Apres une rapide présentation des Légumineuses et de leur phylogénie en remaniement
permanent, nous présenterons nos résultats sur la variabilité de structure primaire des Alb
caractérisées au sein d’une portion de cette famille de plantes, puis sur la variabilité
d’activité entomotoxique des graines de nombreuses especes de cette famille.

I. Les Légumineuses

A. Systématique

1) Présentation de la famille des Légumineuses.

Les Légumineuses ou Fabaceae sont classées parmi les Angiospermes, Eudicotylédones,
Core Eudicotylédones, Rosides, Eurosides I, Fabales. Elles sont sceurs des Polygalaceae,
composant avec les familles Quillajaceae et Surianaceae, les Fabales (Doyle et al., 2000).
Il s’agit de la troisiéme plus grande famille d’ Angiospermes en nombre d'espéces (apres
les Orchidaceae et les Asteraceae) avec plus de 18 000 especes classées en 750 genres
environ (ILDIS, 2001). C’est un des plus importants groupes de plantes pour I’homme,
servant de cultures, de fourrages, d’engrais verts et produisant un grand nombre de
composés utiles comme des médicaments, des poisons, des teintures ou des parfums.

Les Légumineuses sont représentées dans presque tous les milieux terrestres (excepté en
Antarctique). Certaines vivent dans 1’eau mais il n’existe pas d’espeéces marines. Les
especes vont des herbes naines de 1’arctique et des montagnes aux immenses arbres de la
forét tropicale (Figure 54).
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Styphnolobium japonicum, une
Papilionoideae arborescente
Bituminaria bituminosa, une
Papilionoideae herbacée.

Figure 54 : Diversité des Légumineuses

La principale caractéristique unifiant ces espéces est le fruit, la gousse, modifi¢e de
diverses facons pour faciliter le transport par le vent, I’eau et les animaux (Figure 55).

Figure 55: Gousses de : a gauche Teline monspessulanus (Papilionoideae), a droite : Cercis siliquastrum
(Caesalpinioideae).

La famille est classiquement divisée en trois sous-familles : Papilionoideae,
Caesalpinioideae et Mimosoideae, parfois considérées comme trois familles séparées. On
les distingue le plus souvent par leurs fleurs (Figure 56).

* Les Papilionoideae consistuent la plus large sous-famille (environ 2/3 des genres) et la
plus répandue. Elle contient la plupart des especes cultivées. La majorité des especes
sont herbacées. Leur fleur est irréguliére, composée de 5 pétales : un étendard, deux
ailes et deux pétales partiellement fusionnés en un caréne.

e Les Mimosoideae sont pour la plupart des arbres tropicaux. Leurs fleurs sont
régulicres, petites, groupées souvent sous forme de pompon. Les étamines sont les
parties les plus visibles de la fleur.

e Les Caesalpinioideae sont majoritairement des arbres ou arbustes tropicaux ou
subtropicaux. Leur fleur irréguliere possede 5 pétales non différenciés et des étamines
visibles extérieurement.
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Figure 56 : Fleurs de Fabaceae
a gauche : Onobrychis viciifolia (Papilionoideae), au milieu : Albizia julibrissin (Mimosoideae) et a droite :
Caesalpinia gilliesii (Caesalpinioideae)

2) Phylogénie

La taxonomie des Légumineuses est en constante évolution. Les sous-familles
Papilionoideae et Mimosoideae correspondent véritablement a des groupes
monophylétiques, inclus dans les Caesalpinioideae, paraphylétiques (Doyle et al., 2000 ;
Doyle et al., 1997).

Chacune des sous-familles est divisée en tribus et sous-tribus définies d'aprés des
caractéristiques morphologiques et sensées regrouper plusieurs genres apparentés. Pour les
Papilionoideae, les différentes tribus et leurs relations définies par Polhill (1981) sont
représentées Figure 57.

9 DESMODIEAE 10 PHASEOLEAE
20 CORONILLEAE

8 INDIGOFEREAE
19 LOTEAE
11 PSORALEEAE 12 AMORPHEAE
23 TRIFOLIEAE
22 CICEREAE 17 CARMICHAELIEAE \ / 13 SESBANIEAE

l £x

/

21 VICIEAE ~—_
5 16 GALEGEAE 7 ROBINIEAE — 14 AESCHYNOMENEAE
18 HEDYSAREAE ‘ -
o 6 TEPHROSIEAE . 15 ARERAIRAE
e RTAlamax Al 4 BRONGNIARTIEAE
28 LIPARIEAE 26 BOSSIAEEAE
27 PODALYRIEA| 25 MIRBELIEAE
32 GENISTEAE DRALYRIEAR
31 THERMOPSIDEAE 4 DALBERGIEAE
~ / f -
30 EUCHRESTEAE — 2 SOPHOREAE 3 DIPTERYXEAE
1 SWARTZIEAE

Figure 57 : Relations phylogénétiques putatives entre tribus au sein des Papilionoideae (Polhill, 1981).

Les ¢études de génes et de la structure de I’ADN pour retrouver les liens phylogénétiques
entre especes, genres ou familles confirment le plus souvent les résultats des études des
caractéristiques développementales, morphologiques et biochimiques. Pour les
légumineuses comme pour d'autres familles végétales, les génes chloroplastiques rbcL,
matK et trnL, ou les régions ITS nucléaires, sont d'efficaces outils pour la phylogénie au
niveau de la famille jusqu'a l'espéce (Bruneau et al., 2001 ; Doyle et al., 2000 ; Hu et al.,
2000 ; Kass and Wink, 1997 ; Lavin et al., 2001). Les arbres de geénes obtenus reflétent
trés souvent les arbres d'especes (Doyle, 1992). Toutefois, les phylogénie moléculaires
amenent parfois a reprendre les données classiques de taxonomie et mettent en évidence la
paraphylie de certains groupements. Par exemple, une inversion de 50 kb dans ’ADN
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chloroplastique est observée chez la plupart des Papilionoideae, absente chez les deux
autres sous-familles, mais également chez certaines Swartzieae et Sophoreae. Cet
événement unique chez les Légumineuses tend a montrer la polyphylie de ces deux tribus
(Doyle et al., 1996), considérées comme les plus primitives des Papilionoideae. De plus,
des analyses du géne chloroplastique rbcL, codant pour la grande sous-unité de la
ribulose-1,5-diphosphate carboxylase/oxygénase et trés utilis¢é pour les études
phylogénétiques au sein des Angiospermes, montrent que les Sophoreae forment deux
clades dont 1'un se rapprocherait des Genisteae (Wink and Mohamed, 2003). Les
Phaseoleae, une importante tribu des Papilionoideae ne semble monophylétique que si 'on
y inclus une partie des Desmodieae et des Millettieae (Doyle and Doyle, 1993). Cette
derniére tribu (Tephrosieae, Figure 57) était considérée comme basale aux Phaseoleae
mais apparait polyphylétique dans des études de phylogénie moléculaire, avec un cceur
interne aux Phaseoleae (Hu et al., 2000).

Chapill a regroupé des données trés diverses (morphologiques, développementales, de
reproduction) sur les légumineuses et en tire un arbre phylogénétique présenté en annexe
2. Ce travail est en cours et il n’intégre pour l'instant pas de données d’analyses de génes
(http://www.botany.uwa.edu.au/systematics/legumephylogeny.html).

Il confirme cependant la polyphilie des Caesalpinioideae et la monophylie des

Mimosoideae et des Papilionoideae. Vu le grand nombre de données intégrées dans

l'analyse cladistique de Chapill et la représentation large des tribus et genres, et malgré le

fait que ce travail soit en cours, nous considérerons la phylogénie découlant de cette
analyse comme base de travail. Chapill définit parmi les Papilionoideae 5 groupes
auxquels nous ferons référence :

* Le groupe non monophylétique des Sophoroides, basal et comprenant la plupart des
Sophoreae (SP), les Swartziae (SZ), certaines Dalbergieae (DB) et les Amorpheae.

* Le clade des Génistoides comportant une partie des Sophoreae dont le groupe
Sophora (Bolusanthus) qui apparait alors frére des Genisteae (lupin).

* Le clade des Galégoides dont les tribus ayant divergé le plus récemment seraient d'une
part les Vicieae (pois), groupées avec le genre Cicer et d'autre part les Trifolieae
(Medicago) et Loteae (lotiers).

* Le clade des Aeschynoménoides comportant une partie des Dalbergieae, les genres
Adesmia et Abrus, et les Aeschynomeneae (AE ; arachide).

* Le clade des Phaséoloides qui comporte les Phaseoleae (PH ; haricot, soja), les
Robinieae, la majorit¢ des Desmodieae (DM), et le coceur des Milletieae qui
dériveraient de la sous-tribu Diocleineae des Phaseoleae.

L’analyse de Chapill n’est parfois pas congruente avec les analyses de données

moléculaires. On peut noter des divergences importantes (Figure 58):

* Tout d'abord au niveau de la "base" de la famille. Pour elle, ce sont trois groupes de
Cassieae (CS) qui formeraient le clade le plus primitif des Fabaceae et non pas les
Cercideae comme tendent a le montrer différentes analyses moléculaires (Bruneau et
al., 2001 ; Doyle et al., 1997 ; Doyle and Luckow, 2003 ; Wink and Mohamed, 2003).
Cette dernicre tribu serait d’apres Chapill la plus basale du clade regroupant la
majorité des Caesalpinioideae et les Mimosoideae, clade frére de celui des
Papilionoideae. Les Mimosoideae formeraient un clade dérivé, frére d’un clade
regroupant la majorit¢ des Amherstieae et la majorité des Detarieae, deux tribus de
Caesalpinioideae. Les Detarieae sont au contraire considérées comme primitives par
les analyses moléculaires, apparaissant avant la séparation des Papilionoideae d’avec
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le clade des Mimosoideae-Caesalpinioideae évoluées (Bruneau et al., 2001 ; Doyle and
Luckow, 2003).

* Mais aussi au niveau des Papilionoideae. L'analyse du geéne rbcL chez les
Papilionoideae conduit a une classification différant de 1’analyse de Chapill pour la
position des Aeschynoménoides, plus basales, et la position de certaines tribus dont
Abreae, Robinieae et Loteae, regroupées en freres des Galegeae avec qui ils forment le
clade connu sous le nom d'Hologalegina, mais aussi Mirbelieae (incluant Bossieae) qui
forment un clade a la base des Galégoides et Phaséoloides.

Malgré ces quelques différences, on retrouve globalement les Papilionoideae tropicales
« phaséoloides » d’un coté, et de ’autre, les plantes tempérées « galégoides » en deux
groupes fréres dérivés, ainsi que le clade des Génistoides (Wink and Mohamed, 2003).
Une analyse du géne chloroplastique t#7nK/matK montre également la position basale de la
plupart des Aeschynoménoides et le regroupement des Galégoides en freres des
Phaséoloides incluant la majorité des Milletieae (Hu et al., 2000). Toutefois ces derniéres
apparaissent, dans cette étude, trés largement polyphylétique contrairement a ce que
propose Chapill pour laquelle seuls deux genres de Milletieae se rapprocheraient des
Brongniartieae (Génistoides), les Wisterieae et les autres Milletieae formant un large clade
des Phaséoloides.

Ainsi, si la structuration globale de la famille des Fabaceae ne subit plus de remaniements
majeurs, les relations phylogénétiques entre certains groupes de tribus ou sous-tribus et
I’appartenance de quelques genres a certaines tribus sont encore sujets a controverse.
L’analyse d’un ensemble de données tant moléculaires que morphologiques devrait
permettre de préciser certaines de ces relations.
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Figure 58: arbres phylogénétiques simplifiés des Fabaceae (dont Papilionoideae plus détaillées) d'apres :
a gauche : Chapill (http://www.botany.uwa.edu.au/systematics/paps.html).

a droite : Wink and Mohamed (2003) : phylogénie moléculaire (géne rbcL).

B. Choix des espéces testées

Les criteres appliqués par B. Delobel lors de la sélection des espéces étudiées sont

doubles.

* La position phylogénétique : Les especes choisies sont réparties au sein des différentes
tribus des trois sous-familles selon la classification de Polhill (1994) puis complétées

par rapport aux apports constants de la bibliographie.

e La disponibilité : seules des especes dont nous pouvions nous procurer des graines ont

pu étre étudiées. Les fournisseurs sont multiples.

La liste des espéces choisies et leur provenance sont indiquées dans le tableau annexe 3.
L’ensemble des especes sélectionnées n’a pas pu étre traité par les deux approches
(moléculaire et biologique) pour des raisons techniques (impossibilit¢ d’extraire de
I’ADN) et de temps (durée des tests biologiques, élevage). De plus, les Papilionoideae
apparaissent bien plus représentées que les deux autres sous-familles. Ceci est dit d’une
part au fait que les Papilionoideae sont les plus nombreuses des Fabaceae et d’autre part
aux résultats de la biologie moléculaire qui nous a amené a échantillonner plus d’especes
dans les clades Galégoide et Phaséoloide de cette sous-famille (cf I1.B.4)).
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11. Diversité structurale primaire

A. Matériels et Méthodes

Seules les différences d’avec le chapitre correspondant de la premicre partie de ce travail
sont détaillées ici.

1) Matériel végétal

Les fournisseurs des différentes especes choisies sont indiqués en annexe 3.

2) Extraction d’ADN

Pour la plupart des plantes, les graines mises a germer (par B. Delobel) ont donné des
jeunes feuilles d’ou I’ADN génomique a été extrait par I. Rahoui pour la majorité des
especes. La méthode utilisant le CTAB (Ausubel et al., 1997) présentée dans la premiére
partie de cette thése a d’abord été utilisée. Pour certaines plantes, les graines ne germant
pas, ’ADN a été extrait directement de celles-ci, par la méme méthode.

Pour quelques plantes, tropicales, ’ADN n’a pu étre extrait par cette méthode. Un
protocole également basé sur 1’utilisation du CTAB mais adapté aux plantes tropicales
(Scott and Playford, 1996) a été testé pour certaines de ces espeéces mais sans succes,
malgré une correction de la composition du tampon CTAB (concentration en NaCl et
CTAB trop ¢élevées). L’utilisation du kit Promega (Wizard Genomic DNA Purification
Kit) pour certaines plantes négatives ayant donné de bons résultats et facilitant la
manipulation, celui-ci a été adopté pour extraire les ADN par la suite.

3) Recherche de fragments de génes homologues par PCR

Les 3 amorces dégénérées déterminées dans la premiére partie ont été utilisées dans les
mémes conditions de PCR sur les différentes plantes testées, en utilisant de préférence
I'amorce reverse R1 puis R3 en cas d'absence de signal dans le premier cas. De plus
différentes températures d’appariement (Ta) de PCR ont été testées sur les plantes non
réactives (cf 11.B.2)(a)).

Deux amorces supplémentaires ont été déterminées. Il s’agit des amorces reverses
dégénérées Rev6 et Rev5, placées dans la région C-terminale de PAla, de séquences
suivantes :

Revo6 : 5: GCTTCAGAWTYAGAGKCAAARCACCACCRTA ¥ (32° gle dégénérescence)
Rev5 : > ATTIGGRWAAYGASCRCARAARYAICCACTTYYYTT * (2048°)

Ces deux nouvelles amorces basées sur les séquences publiées du soja et du pois ainsi que
sur les séquences de M. truncatula complétées en 3’ (cf. deuxieme chapitre), ont été
réalisées dans le but d’adapter la marche sur le géne a la recherche primaire de séquences
homologues dans certaines plantes non réactives aux différentes conditions de PCR
classique. En s’affranchissant de ’amorce Forl basée sur un segment de PA1b et en ne se
basant que sur PAla, mieux conservée que PAlb pour les séquences connues, nous
espérions obtenir des homologues de PAIlb plus variants (dans des espéces
phylogénétiquement plus ¢éloignées). Les banques de digestion ont été réalisées de la
méme fagon que pour la marche sur le géne. Les deux PCR nichées ont alors été réalisées
avec comme amorces spécifiques Rev6 et Rev5, dans les mémes conditions que
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recommandées pour une marche sur le géne « classique », avec toutefois une
concentration en amorces dix fois plus élevée que pour des amorces non dégénérées (3
uM final).

L’amorce Rev6 a également ¢été utilisée en PCR classique combinée avec Forl (mémes
conditions qu’avec Revl, Ta = 50°C) pour les espéces testées apres sa création, car elle
permet d’obtenir des séquences plus longues au sein de la partie Ala.

4) Recherche de séquences amont

Pour rechercher les séquences en 5' des fragments de genes obtenus, le kit Universal
GenomeWalker (Clontech, USA) a été utilisé dans les conditions recommandées par le
fournisseur, en se limitant toutefois a trois banques de digestion par plante (contre quatre)
pour économiser ADN et enzymes. Les enzymes choisies au vu des résultats obtenus sur
les quatre premiéres plantes testées sont Dral, EcoRV et Pvull (RocheDiagnostics). La
température d’annealing (67°C) préconisée dans le kit a parfois di étre abaissée a 65°C, et
le nombre de cycle augmenté a 35 (contre 30), comme déterminé dans la premiére partie
de ce travail.

Pour chaque création de banques de digestion (plusieurs espéces groupées), une banque
témoin a été réalisée. 1l s’agit de la banque Dral de M. truncatula. Celle-ci a ensuite été
soumise aux mémes conditions de PCR que les banques créées simultanément, avec les
amorces spécifiques du variant MtrA1b007 (caractérisé¢ dans la premicre partie de ce
travail). Cette banque et ce jeu de primers ont été choisis pour I’intensité et I’unicité de la
bande obtenue quelles que soient les conditions des PCR nichées.

5) Clonage et séquencgage

Les clonages des fragments de geénes obtenus par PCR et des séquences amont de ceux-ci
ont été effectués dans le vecteur PCR 2.1 TOPO et les cellules électrocompétentes TOP10
selon les recommandations du fournisseur (Topo TA Cloning, Invitrogen).

Le séquengage de I’ADN plasmidique a été effectué par Genome Express S.A. (Grenoble).

6) Northern Blot

Différents protocoles ont été téstés pour extraire les ARNs de graines en cours de
maturation de quelques espeéces pour lesquelles on en disposait. Certains se sont révélés
infructueux (gélification des échantillons li¢e a la présence d’amidon dans les graines, qui
réagit avec l'isothiocyanate de guanidine). Le protocole proposé par Salzman et al. (1999)
a finalement été utilisé¢ avec succes par A. Vallier. Aprés vérification de la qualité et
dosage au spectrophotometre des ARNs extraits, elle a réalisé une migration des ARNs en
vue d’un transfert sur membrane de Nylon, réalisé sur le week-end dans du SSC 20X
(standard sodium citraté : NaCl 3M ; citrate de sodium 0,3M) et eau DEPC
(diéthylpyrocarbonate). La membrane a ensuite été cuite 24h a 80°C. Un cDNA complet
d’une isoforme de PA1 du pois (407 pb), cloné¢ dans un plasmide PCR2.1 TOPO et isolé
par PCR avec les amorces M13 reverse et T7 forward (587 pb en tout), a été utilisé
comme matrice pour la production de la sonde marquée au *’P par random priming (Prime
a Gene Labeling System, Promega). Une préhybridation au sperme de saumon et hareng a
été réalisée sur la nuit a 42°C puis la membrane a été rincée au 2X SSC 0,1 % SDS 10 min
puis 15 min. La sonde marquée purifiée a alors été placée en contact de la membrane, sur
la nuit, a 42°C. Aprés hybridation, la membrane a été rincée a minima puis mise en
contact d’une cassette photosensible (STORM), sur la nuit, avant lecture.
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7) Analyses des séquences

Les séquences protéiques complétes et incomplétes spécifiant des homologues de PA1b
ont été alignées en utilisant le logiciel Clustal W (Thompson et al., 1994). L alignement a
¢té ajusté a la main (conservation des positions des cystéines). L’alignement des
séquences nucléiques est déduit de celui des séquences protéiques.

L’alignement nucléique a ensuite été analysé en utilisant le logiciel Phylo win (Galtier et
al., 1996) afin d’obtenir les pourcentages d’homologie entre séquences, et une
représentation des liens phylogénétiques entre celles-ci (arbre de phylogénie moléculaire)
déterminés grace a 1’algorithme BioNJ (Gascuel, 1997) et la méthode de calcul de
distances Galtier et Gouy (Galtier et al., 1995).

B. Résultats

1) Extractions d’ADN

57 (+4 non séquencés) nouveaux ADNs génomiques d'espeéces de Légumineuses ont été
extraits avec succes pour 5 Caesalpinioideae, 5 Mimosoideae, 3 Papilionoideae basales, 12
Génistoides, 15 Galégoides, 3 Aeschynoménoides et 14 Phaséoloides. La majorité ont été
extraits par la méthode du CTAB a partir de feuilles fraiches ou congelées. Pour le
fenugrec, cette méthode a été appliquée avec succes sur les graines. Malheureusement, la
méme opération pour Gompholobium scabrum a échoué.

L’ADN génomique de certaines plantes, non extrait au CTAB, a pu I’étre en suivant les
recommandations du kit Wizard de Promega (cas d’Abrus precatorius, Cercis
siliquastrum, Templetonia retusa).

L’ADN de sept des plantes sélectionnées (dont Gompholobium scabrum (Papilionoideae),
Tamarindus indica (Caesalpinioideae), Parkia biglobosa (Mimosoideae)) n'a pu étre
extrait, malgré différents protocoles testés.

2) Recherche de génes homologues

(a) Approche par PCR classique

Sur les 61 ADNs purifiés, 10 n'ont montré aucune amplification quelles que soient les
conditions de PCR ou le jeu d'amorces utilisés. Pour de nombreuses plantes pour
lesquelles 50°C de température d'hybridation ne permettait pas d'amplification, nous avons
test¢ différentes températures variant entre 40°C et 50°C avec succes dans certains cas
(especes des Galégoides et Phaséoloides). La Figure 59 montre 1’importance de la
température d’annealing. A une température trop élevée, on ne détecte pas de signal pour
Amorpha fruticosa, mais en diminuant celle-ci, une bande bien définie, bien que de taille
supérieure a celle attendue, apparait. Dans le cas du fenugrec, pour lequel I’amplification a
50°C donne un signal de la taille attendue bien que faible, une diminution de la
température entraine une augmentation de I’intensité du signal attendu, jusqu’a un certain
seuil ou celle-ci diminue alors, au profit d’un produit de taille supérieure, qui s’aveére
aspécifique (clonage et séquengage effectués).
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Figure 59 : PCR avec les amorces For1 et Rev1 sur ADN génomique d’Ad : Acacia dealbata, Af : Amorpha
fruticosa, Tf : fenugrec (a 10 et ’ : 2 ng d’ADN), a différentes Ta. 1: 44°C; 2: 45°C; 3: 46°C; 4: 47°C.

Certaines especes au signal non spécifique ont été soumises a une PCR Touch-Down (TD)
qui consiste a appliquer une température d’annealing élevée lors des premiers cycles
(spécificité) puis a diminuer la température de facon progressive sur quelques cycles et a
appliquer pour les cycles suivants majoritaires (amplification) une température plus faible.
Toutefois, cette technique ne nous a pas permis d’obtenir de meilleurs résultats. Pour sept
de ces especes (Robinia pseudoacacia, Amorpha fruticosa, Abrus precatorius, Bolusanthus speciosus,
Wisteria sinensis, Lotus tetragonolobus et Arachis hypogaea), réparties dans les 5 groupes de
Papilionoideae, et dont des produits de PCR de taille inférieure (rare) ou supérieure a celle
attendue ont été obtenus (Figure 60), un clonage et un séquencage ont été réalisés ne
révélant a chaque fois que des séquences non codantes.

M+ 1 223456 7 89 1011- Bandes clonées
aspécifiques
1,6 kb .
1kb Bandes clonées

— homologues

0,5 kb

Figure 60 : PCR avec les amorces For1 et Rev1 sur ADN génomique de différentes espéces végétales
(Ta=40°C).

M : marqueur de poids moléculaire ; + : témoin positif (pois) ; 1 : Albizia julibrissin ; 2 : Arachis hypogaea
(pour 10 et’ : 20 ng d’ADN) ; 3 : Dalbergia purpurescens ; 4 : Trigonella foenum-graecum ; 5 : Intsia bijuga ;
6 : Lotus corniculatus ; 7 : Lupinus albus ; 8 : Robinia pseudoacacia ; 9 : Schotia afra ; 10 : Sesbania sesban ;
11 : Vigna unguiculata ; - : ttmoin négatif H20.

(b) Approche de type marche sur le géne

Les amorces Rev5 et Rev6 déterminées en vue de tenter une approche de type marche sur
le géne sur certaines plantes non réactives aux PCR classiques, ont tout d’abord été testées
en PCR simple avec Forl sur le pois et le soja. L’amplification obtenue est correcte (taille
et intensité) pour Rev6 mais tres faible, bien que spécifique (taille de fragment attendu),
pour Revs.

124



La famille des Alb au sein de la famille des Légumineuses

P5S5-P6S6+ M

Figure 61 : PCR For1-Rev5 (5) ou -Rev6 (6), test des amorces sur pois (P) et soja (S). - : ttmoin négatif
H20 ; + : témoin For1-Rev1 pois.

Le résultat peu encourageant obtenu pour Rev5 était craint. En effet, I’analyse structurale
par le logiciel Oligo (Molecular Biology Insights, Inc.) avait révélé un grand nombre de
repliements possibles de I’amorce (en épingles a cheveux), dont un particuliérement stable
(de Tm = 25°C). L’existence de formes repliées de I’amorce limite 1’amplification. De
plus, le degré de dégénérescence de Rev 5 est particulierement élevé (2048 plus 2
inosines) ce qui rend, 1a aussi, le nombre d’amorces utiles faible pour une concentration
habituelle (3uM pour les amorces Revl, Rev3 et Forl). Toutefois, les caractéristiques
nécessaires de ces deux amorces n’ont pas permis de déterminer un remplacant a Rev5. En
effet, elles doivent respecter un certain nombre de critéres (longueur, % GC) pour
I’utilisation en « marche sur le géne » (température d’appariement élevée) et étre placées
dans des zones les mieux conservées de PAla. Les deux amorces ont donc été utilisées en
« marche sur le géne », pour laquelle les températures d’appariement (72°C puis 67°C)
sont plus élevées que celle de la PCR classique (50°C), ce qui devrait limiter un peu 1’effet
négatif de I’autohybridation de Rev5. Un premier essai a été réalisé sur une plante témoin,
M. truncatula, banque Dral. La premic¢re PCR laisse apercevoir une trainée, semblable au
témoin positif (avec amorces non dégénérées). La deuxieme étape a donc été réalisée avec
les mémes températures d’appariement aboutissant a deux bandes, une d’intensité
moyenne de 300 pb, et une d'intensité plus faible de 1000 pb (Figure 62). Ce résultat nous
a encouragé a tester cette approche sur des plantes pour lesquelles les différentes
conditions de PCR classique sont restées vaines et pour lesquelles nous disposons d’assez
d’ADN. 1l s’agit des especes Abrus precatorius, Priestleya myrtifolia, Wisteria sinensis,
Podalyria biflora et Mundulea sericea, comme deuxiéme témoin puisque des séquences
homologues ont été caractérisées par PCR chez cette espece. La premic¢re PCR impliquant
Rev6 a a nouveau révélé une trainée, mais la deuxiéme PCR n’a pas permis de détecter
d’amplification ailleurs que dans le témoin luzerne.
M- RS +

=
1 kb [l

0,5k -
0,22 kb -
- -

Figure 62: PCR nichée (deuxiéme) de marche sur le géne avec I'amorce Rev5 (R5) sur M. fruncatula banque
Dral. - : ttmoin négatif (H20); + : témoin positif (amorces spécifiques)

125



La famille des Alb au sein de la famille des Légumineuses

(c) Cas du lupin

Deux especes de lupin ont été testées lors de I’approche classique par PCR et aucune n’a
révélé d’amplification, quelques soient les conditions de PCR (amorces ou Ta) testées.

Or, en ce qui concerne le lupin a feuilles étroites (Lupinus angustifolius cv Unicrop) une
séquence homologue a PA1b avait été décrite par Ilgoutz et al. (1997). Nous avons donc
testé la qualité de I’ADN de lupin extrait par une amplification d’un fragment de géne de
I’ADH des Légumineuses. Le signal obtenu, de la taille attendue, témoigne de I’absence
d’inhibiteurs de la polymérase dans cet ADN (Figure 64).

La séquence de lupin publié¢e a été obtenue avec une amorce For de séquence identique
aux acides aminés GACSPFE (Gayler, K.A. communication personnelle) du cDNA de la
leginsuline du soja publié¢e par Watanabe et al. (1994). Elle présente ensuite une isoleucine
a la place de la méthionine du soja et de la majorité des autres geénes caractérisés. Cette
différence dans la zone utilisée pour ancrer I’amorce Forl de notre travail (cf alignement
Figure 67) ne devrait cependant pas empécher Forl de se fixer (dégénérescences
suffisantes). Toutefois, I'absence de la troisieme cystéine (apres le doublet de proline)
correspond a la mutation de la guanine (en position deux du codon) en cytosine. Cette
mutation correspondant a l'extrémité 3' de Forl pourrait fortement inhiber I'amplification
de ce gene par notre amorce. Afin de contourner ce probléme, deux amorces nichées,
spécifiques de la séquence publié¢e par Ilgoutz et al., ont été¢ déterminées et la technique de
marche sur le géne a été appliquée aux différentes banques de digestion crées pour les
deux especes de lupin testées. Un produit majoritaire d’environ 1400 pb a été obtenu dans
la banque Pvull du lupin blanc alors qu’aucune bande nette n’a pu étre observée pour le
lupin a feuilles étroites, pourtant de la méme variété que celui d’ligoutz et al. (Figure 63).
La bande obtenue pour le lupin blanc a été clonée et séquencée, mais s’avere résulter
d’une amplification non spécifique.

PCRI1 PCR2 (nichée)
M DEP+ - EP+ - M D

Figure 63 : résultats des PCRs de marche sur le géne réalisées sur le lupin blanc. M: marqueur, +: témoin
positif, -: ttmoin négatif, D: banque Dral, P: banque Pwull, E: banque EcoRV.
La bande indiquée par une fleche observée dans la banque Pvull a été clonée.
Finalement, pour conclure au sujet de cette séquence de lupin a feuilles étroites, nous
avons réalisé sur cette espéce, une PCR avec les amorces et les conditions exactes décrites
par Ilgoutz et ses collaborateurs. Malheureusement, la encore, nous n’avons pas pu obtenir
de produit de PCR de la taille définie par les auteurs (280 pb) (Figure 64).
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Figure 64 : résultat des PCRs sur ADN de lupin a feuilles étroites réalisées
-selon le protocole décrit par ligoutz et al. (1997) : les fleches indiquent les deux produits observés, de taille
supérieure a 280 pb.
- avec les amorces spécifique du gene de I'ADH.
M: marqueur, -: témoin négatif, L: ADN de lupin, P: ADN de pois, mix: ADN de lupin et de pois mélangés.

(d) Recherche d’homologues par Northern Blot

Quelques espeéces ont été sélectionnées pour leur position taxonomique et la possibilité
d’obtenir des graines en cours de maturation (2 mi-remplissage). Il s’agit des
Mimosoideae Albizia julibrissin et Desmanthus illionensis, de la Caesalpinioideae Cercis
siliquastrum, des Génistoides Baptisia australis et Lupinus angustifolius (non montré), des
Galégoides Caragana arborescens et M. truncatula (non montré), de la Phaséoloide
Desmodium canadense, et du pois témoin. A partir de leurs ARNs, un Northern Blot a été
réalisé avec le geéne entier codant pour PA1 comme sonde. Le pois, témoin, révéle une
bande unique et bien définie alors qu’aucune autre des espéces testées ne présente
d’hybridation (Figure 65). Ceci peut paraitre étonnant pour les deux Galégoides dont des
séquences homologues génomiques ont été caractérisées. Toutefois, ces courtes séquences
présentent, au niveau nucléique, un pourcentage d’homologie avec les séquences du pois
d’environ 70% seulement, ce qui peut expliquer que la sonde PA1 ne s’hybride pas. Une
autre hypothése concerne 1’expression des geénes caractérisés. Il est possible que les
séquences génomiques ne soient pas du tout exprimées ou exprimées dans d’autres
organes des végétaux que la graine. Cette hypothése tend a étre confimée pour l'instant,
pour M. truncatula, par une RT-PCR réalisée sur I’ARN de graines de cette luzerne
méditerranéenne avec des amorces spécifiques des séquences génomiques identifiées par
PCR (cf. deuxieme chapitre) et qui n’a pas abouti, contrairement a la méme expérience sur
pois.
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1 23 45 6 7 M

— 1,36kb

<« ADNcPAI

1 : Albizia julibrissin (M)

2 : Desmanthus illionensis (M)
3 : Baptisia australis (P)

4 : Cercis siliquastrum (C)

5 : Caragana arborescens (P)

6 : Desmodium canadense (P)

7 : Pisum sativum cv Frisson (P)
M : marqueur ARN Invitrogen

Figure 65 : Northern blot avec pour sonde marquée un cDNA d’A1 du pois. M : Mimosoideae, C :
Caesalpinioideae, P : Papilionoideae.

3) Marche sur le géne

Sur les 20 nouvelles séquences obtenues par PCR avec amorces dégénérées, nous n’avons
pu compléter en 5° que 11 génes correspondants a 10 especes végétales.

Pour chaque plante trois banques ont été réalisées et soumises aux deux PCR nichées avec
une amorce spécifique exactement complémentaire d’une fraction des séquences obtenues
avec les amorces dégénérées. Les températures d’appariement de 72°C pour les 5 premiers
cycles et de 67°C pour les 25 ou 35 suivants ont été utilisées dans la plupart des cas.
Toutefois, pour certaines especes, ces conditions spécifiques (recommandées dans le kit)
n’ont pas amené de produits identifiables pour un clonage. Un aménagement des PCR
nichées par diminution progressive (1°/cycles sur 7 cycles puis 65°C pour les cycles
suivants) de la température d’appariement, ¢levée au départ (72°C) a été tenté afin de
conserver la spécificit¢é des premiers cycles tout en augmentant le rendement
d’amplification (= TD65). Les résultats de ces deux approches sont comparés a la Figure
66. On constate que les conditions de Touch Down s’avérent efficaces pour les especes B.
bituminosa, C. arborescens, C. ensiformis et V. subterranea. Pour V. unguiculata et L.
angustifolius, des échelles persistent : aucune des conditions testées n’ont permis d’obtenir
un produit identifiable et clonable.
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Figure 66 : Marche sur le gene. A : PCR nichée (Ta:67°C) sur les trois banques Dral, EcoRV, Pvull de Ca:
Caragana arborescens, Ao: Alysicarpus ovalifolius, Bb: Bituminaria bituminosa, Vs: Vigna subterranea, La:
Lupinus angustifolius, Vu: Vigna unguiculata, Ce: Canavalia ensiformis.

B : PCR nichée (TD65) sur les banques EcoRV de Vu et Ca, Pvull de Bb, Dral de Vs et La et les trois
banques de Ce.

+ : témoins positifs, - : témoin négatif. M, m : marqueurs.

L’ absence de résultats par la technique de marche sur le géne, pour certaines séquences,
peut s’expliquer pour différentes raisons. La présence de plusieurs séquences peu
divergentes pour une méme espeéce ne permet pas de déterminer des amorces
suffisamment spécifiques pour 1’une ou ’autre des séquences, ce qui amene a des
fragments de séquences non compatibles avec celles des clones de départ ou entre elles
(deux clones sont séquencés par amplification), indiquant par ailleurs, la présence de
plusieurs alleles de séquence proche. De plus, les régions variables choisies de préférence
pour ancrer les amorces de la marche sur le géne (spécificité) ont parfois une structure non
adaptée au design de ces amorces (formation de structures en épingles a cheveux, parfois
stables) ou bien sont incompatibles avec les amorces des adapteurs universels (séquence
partiellement complémentaire). Ces problémes sont particuliérement aigus dans notre cas
vu la petite taille des séquences obtenues par PCR (130 a 220 pb) qui limite grandement le
choix de zones spécifiques et structuralement correctes pour ancrer deux amorces non
chevauchantes, aux caractéristiques spécifiques (longueur, pourcentage de GC, extrémité
3’ en O).

De plus, pour certaines séquences, le produit majoritaire obtenu n’a pas permis de
compléter la séquence de ’A1b et du peptide signal, soit qu’il se fut agit d’un produit
aspécifique non codant (cas de C. arborescens), soit que la séquence obtenue présentat un
profil correct pour une portion puis un codon stop et une portion non codante, comme
c’est le cas pour Vigna subterranea.

4) Analyse des séquences

(a) Variabilité des séquences

L’alignement protéique de toutes les séquences obtenues ainsi que de séquences des
banques de données est montré Figure 67.

Cet alignement permet de distinguer les zones variables et les zones conservées entre Alb,
précisant et renforcant les conclusions a ce sujet tirées de I’étude des séquences des quatre
plantes prototypes (cf. deuxiéme chapitre). On constate en effet que les acides aminés
conservés entre les séquences des quatre « témoins » le restent lors de I’élargissement de
I’é¢tude. Considérons la numérotation des résidus d'apres la séquence de 'A1b du pois
M13709. 1l s'agit en particulier :
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* des cystéines (exceptée C32, remplacée par un Y pour une séquence de Mundulea
sericea, comme observé dans la premiere partie de ce travail chez M. truncatula),

* des prolines (exceptées P9 remplacée par une sérine chez le melilot et P14
transformée en leucine pour AovA1b001),

¢ de l’arginine 21 uniquement remplacée par une cystéine chez V. subterranea et une
leucine chez V. radiata,

¢ des leucine 27 et glycine 30 parfaitement conservées et,

e de l'acidité (négativité) du résidu 11 (E, D), qui reste seulement polarité (Q) chez
V. radiata et B. bituminosa.

Différentes variations apparaissent, en nombre et nature de résidus.

En considérant la maturation de type pois des séquences d'A1l (clivage post-alanine en C-
terminal du peptide signal et post-glycine en C-terminal d'A1b), le segment nC1 apparait
tronqué de deux acides aminés pour une séquence d'O. viciifolia, de C. brasiliensis et de
B. bituminosa. Le segment CC2 présente au contraire deux acides aminés supplémentaires
dans les séquences de Milletieae. Ces dernieéres possedent également un résidu
surnuméraire dans le segment CC4, comme déja observé chez le haricot. Le peptide
intermédiaire putatif (séparant PA1b de PAla) varie également en longueur par rapport
aux séquences du pois, présentant de 1 a 4 résidus supplémentaires pour de nombreuses
especes et un résidu en moins pour V. hirsuta.

En plus des mutations citées ci-dessus, on peut remarquer le remplacement de la sérine S8
par une phénylalanine plus encombrante chez B. bituminosa ainsi que la présence d'une
proline au lieu d'une glycine/sérine en C-terminal (putatif) d'une séquence de Mundulea
sericea, séquence présentant une autre proline dans ce segment C-terminal (remplagant
N34 et formant un doublet de prolines avec P35). Concernant les prolines, on constate que
le fenugrec et le mélilot, tous deux de la méme tribu que M. truncatula, offrent des
séquences présentant la méme proline que cette luzerne, en aval du site putatif de clivage
de PA1b et du peptide intermédiaire. Ce résidu semblerait donc signer les albumines 1 des
Trifolieae, bien qu'une étude plus élargie reste nécessaire pour conclure. Les séquences
des Milletieae semblent quant a elles, signées, en plus de leurs résidus surnuméraires, par
la présence d'un aspartate et d'une alanine en lieu et place de la sérine-thréonine 17 et du
résidu 18 plus variable. On peut également observer la présence d'un résidu aromatique, a
la place d'un aliphatique moins encombrant, dans le segment hydrophobe CC6 pour 10 des
séquences caractérisées (tryptophane ou tyrosine comme observée chez le haricot).

En comparant les séquences obtenues, on remarque également la variabilité des peptides
signal, incompatible avec la détermination d'amorces PCR qui nous auraient permis
d'éviter la marche sur le géne. Au contraire, on constate que PAla reste fortement
conserveée.

Le pourcentage d’identité au niveau de I’ADN pour nos séquences varie pour les
séquences complétes en 5’ (du peptide signal au fragment de PAla inclus) de 82%
d’identité entre le pois et Vicia hirsuta a 61% entre le soja et Alysicarpus ovalifolius. Pour
les séquences tronquées, le pourcentage d’homologie entre les deux séquences du pois est
de 97%, alors qu’entre la séquence PvuA1b041 et CenA1b001 ou celle de Caragana
arborescens, il n’est que de 65%.

Au niveau protéique, pour la partie Alb uniquement, le pourcentage d'homologie varie de
64% entre PsaAlb012 et MseA1b003 ou AovAlb001 a 90% entre PsaAl1b012 et
PsaA1b036.
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TC-ID (Esp, AC-EMBL) nC1l CC2 CC3 CC4 CC5 CC6 Cc7

——————————— leader > < PAlb ——————— > < PAla —————————/
P08687 (Psa, M13709) MASVKLA SLIVLF ATLGMFLTKNVGA ASCNGV CSPFEMPPCGTSA CRCIPVGLVV GY CRNPSG VFLRTN DEHPNLCESDADCRKKGSGNFCGHYPNPDIEYGWCF
Q40999 (Psa, M81864) -— - ---KG-
PsaAlb005 - —————
Higgins prot TAP6124 I-———- -N ———-Y-
PsaAlb036 —_— ————— ---KG-
PsaAlb012 —_— == ---KA-
LlaAlb001 -- —--H--—- I----T
VhiAlb001 -=Y-Q-- Y-V-—- F-----Q--E- -E---- -— ==Y LRN-I D
TfoAlb001 --Y-R-THLVVF-L S-FSL-PM-K--- TD-S-I -- -I--IS P AATKMV K-=-==-- H-HT--T-——-- S—=-AR-——=—= D——mm—
MalAlb001 --Y----PLVVF-L -AFSI-PM-KGE EE-S-I -N -VD--S P TIMKMV
MtrAlb006 --YIRF-HLVVF-L -AFSLVP--K--- TD-S-A -- -TY--S P TVMKMV
MtrAlb007 --YLR--HLVVF-H --FSLIFPMMKA- ED-S-I -N YVD--S P TITKMV
AmoAl1b001 -G=—==== PLALF-- --FL--PA---E- TD-S-- -E -KY-T- SERVTKMV
CarAlb001 =T —=Y-—- SGRVIKKV
OviAlb002 -PNYFKLTP-VLFLI--FL--PM-K-E- -D-- -Q -I--TS ATVEKMV
OviAlb001 —-- —=-Y--S VSNDAVT-MA
PvuAlb041 S-D ---V-Y--F- -S -IH-T- LSAAAKMI
PvuAlb001 —-=N-RV-PLALF-L =-SI--PM-KTE- VV-S--  ——=—=- R----S-RD-=-== Y--FI -A -TY-S- LSSVAKTI
VanAlb001 A-D---A LSSVAKMI
VraAlb001 A-D---A LSSVAKMI —-—-—-——-- Q--DE-L=====—=—=— AR---HYMD-—-—-—
VsuAlb001 (stop?) -E-S-A LSSVSKMI —-————-- Q-HDE-M=-==————— AR---N-=-D-=——-
VunAlb001 LSSVAKMI --Q--DE-V- —-AR--=N-=-D-——=—-
GmaAlb005 MAVF-L --STIMFPTKIE- -D---A LSSVAKMI —-AR---NY-D--—=—--
CbrAlb001 --YA-F-PLAVF-- --FL-LSM-KIE- -S5-G LAAAAKMI EA--H--Q-NDE-L-=-=————-— ARF---Y-D-—=——-
CbrAlb002 LASVANLI -N-—---- KTHDE-I-——————— ARF———-— D-———-
AovAlb001 MEAVFWYSL L-T---IE- -D-S-A LASVANLI
BbiAlb001 GVAS-AKMI -D-----Q-NED-I--R--D--AR---NY-D-—-—---—
BbiAlb002 -VC-RVPPLALF-L --SL--S--KIE- -S-A GVAS-AKMI -D-----Q-NED-I--R--D--ARF--NY-D-—-—---—
LcaAlb001 --Y-R-VPLAVF-L --SV-LPM-IK  —-——-- RDV LPSVAKMI -K-L---Q-NDE-M-======- AR
MseAlb003 ---LRV-PLAVFFL --SV--PMIR GD---RVV - SVT-MI
MseAlb002 LDTKKI
MseAlb001 ---LRV-PLAVFFL --SV-LPMTR G----RDW LDTKKI
BE661090 (EST Gma, BE661090) LNKKSRT--YAR--PMAVF-L --STIMFPTKIE- -D---A  —=——————-— R-RD ---V-I---A -F -IH-T- LSSVAKMI —-—-—-——-- Q--DE-M-———————, AR---NY-D-—===—
Lan, U74383 (Q96474)* I--SRS-D ---V-IT-I- -F -IH-T- LSSVAKMI -———=—— Q--DE-M-———————, AR---NY-D-——--
MTR389043c (EST Mtr, AJ389043) -TY----ILAVLHL TIFLI-Q----E- —-—=-PN-GAV-=-=-- TK---NVKD---L-W--FF -T -I--T- SKYNMKMI E-
TC18698 (EST Mtr, AL388929) -=N----PFAVFCL -AFL--PM-KIEG E--ESRG -IFYINDS-PSG -V-D-IDP-TWA-V -VSYS SIKKKV E----Y--THTE-T---==——- ARFA-S—--K-—----

Figure 67 : alignement protéique des séquences caractérisées dans notre travail (avec séquences des amorces) et de séquences de la littérature ou des banques EST.
Seuls les acides aminés différant de M13709 sont indiqués : - représente le méme résidu que pour la séquence M13709. Les espéces sont : Amo : Astragalus
monspessulanus, Aov : Alysicarpus ovalifolius, Bbi : Bituminaria bituminosa, Car : Caragana arborescens, Cbr : Canavalia brasiliensis, Gma : Glycine max, Lan : Lupinus
angustifolius, Lca : Lonchocarpus capassa, Lco : Lotus corniculatus, Lla : Lathyrus latifolius, Mal : Melilotus albus, Mse : Mundulea sericea, Mtr : Medicago truncatula, Ovi :
Onobrychis viciifolia, Psa : Pisum sativum, Pvu : Phaseolus vulgaris, Tfo: Trifolium foenum-graecum, Van : Vigna angularis, Vhi : Vicia hirsuta, Vra : Vigna radiata, Vsu : Vigna
subterranea, Vun : Vigna unguiculata.
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(b) Phylogénie moléculaire

Une analyse phylogénétique a été réalisée sur les 26 séquences nucléiques incomplétes
résultant de 1’amplification par les amorces F1R1 (incluant les séquences des quatre
especes « pionniéres ») et quelques séquences déja publiées (deux séquences du pois, une
du soja, une du lupin, une de Vigna radiata et une de V. angularis). Le nombre de sites
informatifs est limité par la petite taille des séquences. En effet, seulement 104 sites sur
210 sont informatifs (160 complets). Ils ont été analysés en utilisant 1’algorithme BioNJ
(Gascuel, 1997) et la méthode de calcul de distances Galtier et Gouy (Galtier et al., 1995).
L'arbre consensus obtenu (non raciné), présenté Figure 68, montre la séparation en deux
groupes principaux des séquences : celles appartenant a des espeéces du clade des
Phaséoloides et celles des espéces de Galégoides.

3
97 V MseA1b00
PvuA1b001 GmaA1b005 |LcaA1boo MseA1b002
PVUA1b041 nU74383 \ 1711935

BbiA1b002
100 BbiA1b001

VanA1boo1 ©

VraA1b001
VsuA1b001
VunA1b001

51 OviA1b002

AovA1b001 MtrA1b006 OviA1b001

TfoA1b001

AmoA1b001 MalA1b001 MtrA1b007

CarA1b001

LIaA1b001

91

PsaA1b012
PsaA1b036

Figure 68 : arbre de phylogénie moléculaire (séquences "incompletes”, BioNJ, distance Galtier et Gouy). En vert :
séquences de Phaséoloides, en pourpre : Galégoides. Seules les valeurs de bootstrap supérieure a 50 sont
indiquées. Les noms des séquences sont légendés Figure 67.

* Au sein des Galégoides, les séquences des Vicieae (Vhi, Lla, Psa) se regroupent
(soutien important : bootstrap de 99) ainsi que celles des Trifolieae (Mtr, Tfo, Mal)
(bootstrap de 59) auxquelles se branchent les deux séquences d'Onobrychis viciifolia.
Les séquences d'Astragalus monspessulanus et de Caragana arborescens, deux
Astragalineae, se regroupent conformément a leur taxon. Toutefois, la position
relative de ces trois groupes (Astragalineae, Trifolieae, Vicieae) n'est pas définie. De
nombreux travaux suggerent que les Viciaea et les Trifolieae ont divergé récemment.
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Ils sont méme parfois considérés comme groupes fréres (Young et al., 2003). D'apres
Chapill (cf. annexe 2), les Hedysareae (Onobrychis) auraient un ancétre commun avec
ces deux groupes. Enfin, l'ensemble de ces groupes auraient divergé d'avec les
Astragalineae au début de la diversification des Galégoides ce qui semble apparaitre
dans 1’analyse réalisée ici, malgré I’absence de soutien au nceud correspondant. On
remarque également dans ce clade des Galégoides, que les deux séquences de
Medicago truncatula ne sont pas groupées comme celles du pois mais séparées. Les
séquences MtrA1b007 et MalA1b001 semblent avoir un ancétre commun plus récent
que MtrA1b006 et MtrA1b007 (support de 77 pour le nceud MtrA1b007-MalA1b001).
Il pourrait s'agir de paralogues (MtrA1b006 et MtrA1b007) et d'orthologues
(MtrA1b007 et MalA1b001).

* En ce qui concerne les Phaséoloides, on retrouve deux groupes de séquences
correspondant aux clades des Milletieae (Lca et Mse, bootstrap de 60) et des
Phaseolineae (Pvu et Vigna spp.). Ce dernier groupe n’est toutefois pas soutenu
(bootstrap<50). Hormis ces deux groupes, les relations phylogénétiques entre
séquences au sein des Phaséoloides sont trés mal définies par cette analyse. Selon
Chapill, Glycinineae et Phaseolineae partagent un ancétre commun plus récent qu’avec
toute autre sous-tribu du clade. Ce lien n’est toutefois pas soutenu dans notre analyse.
La position des séquences de Canavalia brasiliensis, espéce appartenant aux
Diocleineae plus proches des Milleticae que du groupe Phaseolineae-Glycinineae
d’apres Chapill, est ici indéterminée. Il en est de méme pour la séquence d'Alysicarpus
ovalifolius, une Desmodiinae dont la place au sein des Phaséoloides est également
incertaine dans les travaux de Chapill. La position des séquences de Bituminaria
bituminosa n’est pas soutenue non plus dans notre analyse. Les Psoraleae auxquelles
appartient cette espéce, seraient, d'aprés Chapill, le groupe ayant divergé le plus tot
dans 1'évolution des Phaséoloides. Vu les valeurs des bootstraps aux nceuds des
Phaséoloides de cette étude, une représentation en rateaux conviendrait mieux. Dans
ce clade Phaséoloides, on constate que les différentes séquences d'une méme espece
sont regroupées (soja, haricot, Bbi, Cbr et Mse). On ne peut donc pas déterminer les
éventuels paralogues et orthologues. Enfin, il faut remarquer la position de la séquence
du lupin (LanU74383), trés proche de celles du soja. Cette espece appartient au clade
des Génistoides, treés ¢loigné des Phaséoloides. L'absence d'amplification positive,
quelles que soient les conditions de PCR utilisées dans ces travaux, et la position de la
séquence au sein des séquences de Phaséoloides suggerent que cet homologue
caractérisé¢ par Ilgoutz et al. (1997) pourrait résulter d'une contamination de leurs
¢chantillons par du soja.

L'analyse des séquences nucléiques complétées en 5' confirme la séparation de celles-ci en
deux groupes correspondant aux deux clades auxquels appartiennent les especes dont les
séquences sont analysées. Toutefois, le nombre limité¢ de ces séquences plus completes
apporte peu d'information supplémentaire a 1'étude de 1'évolution de la famille peptidique
des Albumines 1. Elles sont néanmoins importantes pour 1'étude structurale (au niveau
protéique et génétique).

Le rapprochement des séquences d'une méme espéce observe ici l'est également lors de la
méme analyse excluant la troisiéme base du codon. Ceci est effectué afin d'éliminer 1'effet
de l'usage du code qui tend a rapprocher les séquences d'une méme espece. Toutefois, le
nombre de sites informatifs s'en trouve diminué et les résultats sont a analyser avec
précaution.
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C. Discussion

Par notre approche de PCR avec amorces dégénérées, 14 nouvelles especes, toutes
Phaséoloides ou Galégoides, ont révélé un produit de la taille attendue et spécifiant une
Alb. Pour certaines d’entre elles, deux (Onobrychis viciifolia, Bituminaria bituminosa,
Canavalia brasiliensis) ou trois (Mundulea sericea) séquences homologues différentes ont
pu étre caractérisées. Les séquences obtenues sont relativement variables en nature et
nombre d'acides aminés. Pour chacune des 12 séquences complétées en 5', la structure du
potentiel produit du géne en préproprotéine apparait conservée, méme si la maturation
exacte de ces protéines reste inconnue.

Les résultats obtenus nous permettent d'émettre quelques hypothéses quant a la présence et
I'évolution des A1b au sein des Légumineuses.

1) Les Alb au sein des Légumineuses : une évolution récente?

L’analyse des relations phylogénétiques entre homologues de PA1b, bien que limitée par
la faible longueur des séquences et leur faible nombre, semble montrer une évolution
récente de la famille peptidique, essentiellement soutendue par les relations
phylogénétiques entre especes (congruence avec I’analyse de Chapill), et diversifiée au
niveau terminal par des duplications récentes. Toutefois, il convient d’étre trés prudent du
fait de la multigénicité de la famille des Alb. Celle-ci, démontrée chez le pois, n’apparait
pas dans notre analyse non exhaustive, sauf pour Mundulea sericea espece pour laquelle 3
séquences différentes ont été caractérisées (présence d'au moins deux genes). Pour pouvoir
interpréter 1’évolution de ces Alb multigéniques au sein des Papilionoideae, il
conviendrait de déterminer les éventuels orthologues et paralogues. Le regroupement des
séquences d’une méme espece impliquerait une évolution essentiellement post-spéciation
donc récente, alors que la présence d’homologie plus importante entre séquences
d’especes différentes qu’entre séquences d’'une méme espece indiquerait une duplication
avant spéciation et donc une histoire évolutive plus ancienne. Lors de notre analyse, nous
avons détecté une différence entre Phaséoloides et Galégoides concernant le regroupement
ou non des séquences d'une méme espece. Ceci peut €tre di a différents facteurs :

* Notre approche de recherche non exhaustive de séquences. Il est trés probable que
nous n'ayons pas détecté tous les genes d'une méme plante et il se pourrait que les
genes caractérisés soient artefactuellement proches pour une espéce donnée.

* L'évolution des séquences au sein des deux groupes n'a peut-étre pas suivi le méme
chemin. L'existence d'une évolution concertée chez un des taxons (Phaséoloides)
pourrait avoir masqué la présence d'orthologues et de paralogues, donnant, a tort,
I’impression d’une diversification récente de la famille. Il est possible ¢galement que
la duplication et la divergence qui s'en est suivie soient des phénomenes plus récents
(post-spéciation) chez les Phaséoloides que chez les Galégoides (pré-spéciation).

2) Les Alb limités a deux clades de Papilionoideae ?

L’absence de détection d’homologues de PAlb au sein des Mimosoideae, des
Caesalpinioideae, de 3 des 5 groupes constituant les Papilionoideae et de certaines espéces
des deux autres groupes est intrigante.

Si I’on consideére la phylogénie des Légumineuses selon Chapill (cf. annexe 2), la présence
de séquences dans les espéces reportées ici impliquerait leur présence dans différentes
autres tribus. Pour les Galégoides, la réponse positive des deux Astragalineae testées,
groupe basal, impliquerait la présence de génes homologues, sauf perte du caractére, chez
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les Coluteinae (non testés), les Carmichaelieae (non testés) fréres des Hedysareae (dont
Onobrychis viciifolia), les espéces du genre Galega également non testées ainsi que celles
du genre Cicer, frére des Vicieae, dont C. arietinum n’a toutefois pas répondu aux
différentes conditions de PCR testées. Seules les especes du genre Glycyrrhiza, non
testées ici, sont plus basales et pourraient ne pas présenter de génes homologues. Il serait
donc particuliérement intéressant de tester une de ces especes.

Pour les Phaséoloides, la présence de séquences homologues chez les Psoraleeae
(Bituminaria bituminosa), groupe le plus basal, indique la probable présence de geénes
spécifiant des Alb au sein des différents groupes de ce clade, dont les espéces du genre
Hypocalyptus (non testées ici), les Robinieae et Indigofereae deux tribus sceurs pour
lesquelles les différentes espéces testées se sont toutes révélées négatives, les
Ophrestiinae, les Kennediinae et les Cajaninae (non testés), les Lespedezinae freres des
Desmodiinae (dont Alysicarpus ovalifolius), les Clitoriinae fréres des Phaseolinae (haricot,
Vigna spp.) et formant un des rares clades définis avec les Glycininae (soja), les
Erythrininae (non testées), et, enfin, les Wisteriae fréres des Milletieae (Mundulea sericea
et Lonchocarpus capassa) mais dont W. sinensis n’a pas donné de résultat positif.

De plus, les Phaséoloides sont un clade frére de celui des Aeschynoménoides et forment
avec ceux-ci un groupe frére des Galégoides. La présence de génes homologues a PA1b au
sein des deux clades les encadrant indique que les Aeschynoménoides pourraient
¢galement contenir de tels homologues. Toutefois, les trois espéces testées (Dalbergia
purpurescens, Arachis hypogaea et Abrus precatorius), bien réparties au sein de ce clade,
se sont toutes avérées négatives pour I’amplification avec nos amorces.

D'aprés nos résultats, et si on considére la phylogénie des Papilionoideae déterminée par
Chapill, certaines hypothéses sur I’évolution des Alb au sein des Papilionoideae peuvent
étre considérées :

* Il y aurait eu deux acquisitions des Alb, paralléles, I’une au sein des Galégoides
apres la divergence d’avec le groupe Phaséoloides-Aeschynoménoides, I’autre au
sein des Phaséoloides aprés la divergence de ces deux clades.

* L’acquisition des A1b serait unique, chez un ancétre commun a ces trois groupes,
puis, lors de la divergence des différents clades, une perte du caractére aurait eu
lieu dans la branche menant aux Aeschynoménoides.

* L'apparition des Alb serait antérieure a la séparation des trois groupes
taxonomiques considérés, mais une évolution différentielle entre clades aurait
abouti a une divergence trop importante des séquences d'Aeschynoménoides pour
étre reconnues par notre approche.

Les résultats des tests biologiques présentés dans la suite de notre travail tendent & montrer
que les Aeshynoménoides posseéderaient des homologues de PA1b dans leurs graines, ce
qui rendrait nulles les deux premicres hypotheses.

Toutefois, la position taxonomique réelle des Aeschynoménoides est encore mal définie.
De nombreuses études de phylogénie moléculaire les placent a la base des Papilionoideae,
avec les Amorpheae (Doyle and Luckow, 2003 ; Wink and Mohamed, 2003). Si on
considere cette phylogénie, les Alb seraient alors apparus, au plus tard, chez l'ancétre
commun le plus récent des Galégoides et Phaséoloides. Dans ces analyses, le clade formé
de ces deux groupes est frére des Mirbelieae (dont Bossiaeae). Cette large tribu semble
donc particulierement intéressante a explorer pour mieux comprendre I'histoire évolutive
des Alb. Malheureusement, les deux espéces que nous avions sélectionnées dans ce
groupe (Goodia latifolia et Gompholobium scabrum) n'ont jamais germé et aucun ADN
n'a pu étre extrait des graines.
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Enfin, avant toute conclusion, il ne faut pas négliger le fait que peu d’Aeschynoménoides
ont été testées. Il conviendrait d’élargir I’échantillonnage des espéces dans ce large
groupe. De plus, la PCR, malgré la dégénérescence des amorces est sensible aux
variations de séquences et pourrait ne pas avoir détecté des séquences divergentes mais
néanmoins homologues chez ces espéces voire chez les especes des autres clades ou sous-
familles. C’est pour essayer de contourner la sensibilité de la PCR et enrichir I’extrait en
séquences recherchées qu’un Northern a été tenté sur quelques espéces sélectionnées, dont
le pois en témoin, cette technique étant moins sensible aux variations locales de séquence.
Malheureusement, le résultat négatif pour toute autre espece que le pois ne permet pas de
conclure.

La recherche de géne homologues apparait donc délicate pour certaines espéces
phylogénétiquement éloignées des Galégoides et Phaséoloides. L'approche de biologie-
biochimie pourrait permettre d'étendre nos connaissances des Alb (diversité d'activité) et
de leur répartition phylogénétique, par détection de toxicité analogue.

111. Variabilité d'activité entomotoxique

Afin de détecter la présence éventuelle de peptides homologues a PA1lb au sein des
Légumineuses, 1'approche par test biologique spécifique'” sur extraits de graines,
présentée dans la premicre partie de ce travail, a été appliquée.

A. Matériels et Méthodes

De méme que pour la partie de biologie moléculaire, les techniques utilisées dans cette
partie sont essentiellement les mémes que dans le deuxiéme chapitre de ce manuscrit. La
spectrométrie de masse (MALDI-TOF), bien qu’apparaissant trés informative pour la
détection de peptides dans les fractions de graines, est une méthode non disponible
localement et un peu coliteuse qui n'a pu étre appliquée a grande échelle, et n’a donc pas
été utilisée ici. De méme les tests biologiques sur farine entieére sont apparus difficiles a
interpréter lors de la validation de I’approche sur les plantes tests et n’ont donc pas été
réalisés ici.

1) Extractions

Les extractions successives par 5 solvants des farines ont été réalisées de la méme fagon
mais en adaptant les quantités de solvant aux deux a trois grammes de farine utilisés pour
toutes les especes. La miniaturisation de cette étape a été réalisée par B. Delobel, au vu
des faibles quantités de graines obtenues pour certaines plantes et afin de standardiser
I’extraction. Une mini-extraction a été réalisée sur le pois dont les fractions, testées sur
charangons des deux souches, ont révélé les mémes activités que celles résultant de
I’extraction a partir de 200 g de farine.

2) Matériel animal et tests biologiques

En plus des deux souches Bénin et Chine utilisées pour chaque fraction a tester, deux
souches isogéniques ont été élevées et utilisées pour certains extraits. Les tests biologiques

2 souches sensible et résistante, monogénicité de la résistance
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et leurs analyses statistiques ont été réalisés dans les mémes conditions que décrites
précédemment, en grande majorité par B Delobel et MG Duport. Les souches isogéniques,
appelées WAA42 (sensible) et ISOR3 (résistant), avaient été obtenues par Grenier et al.
aprés trois générations de rétrocroisement de la souche Chine avec la souche WAA42.
Cette derniére avait été choisie, malgré sa faible fertilité, pour son homogénéité génétique,
révélée par une homozygotie ¢élevée (Grenier A.M., communication personelle). Ces
souches, peu productrices et délicates a élever n'ont été utilisées que sur quelques fractions
de graines pour tester une éventuelle multirésistance de la souche Chine.

3) Tests d'inhibition de liaison.

Cette approche in vitro” a été tentée pour quelques espéces sélectionnées, dans les
conditions décrites précédemment, en se limitant a 4 concentrations par fraction choisie
(10; 1; 0,1; 0,01 mg d'EFE/puits). Ceci permet d'avoir une idée de la présence de
composés inhibant la liaison de '*’I-PA1B a son site de liaison, mais n'est pas assez précis
pour calculer la concentration minimale nécessaire a 50% d'inhibition de la liaison (ICsp).

4) Electrophoréses

Peu de fractions ont été testées par cette approche. Il s'agit toujours de fractions
MeOH60AS80 (fraction soluble acétone 80% obtenue comme décrit dans la premiere
partie). Le protocole utilisé differe de la premiére partie, étant plus adapté a la séparation
de peptides de faible poids moléculaire. Il s'agit du protocole d’¢électrophorése en Tris-
tricine décrit par Schagger et Jagow (1987) qui permet de séparer SDS et peptides
améliorant ainsi la résolution de 1'électrophorese. La révélation des protéines s'effectue au
nitrate d'argent (AgNO3) (Blum et al., 1987).

B. Résultats

1) Extractions

Les graines de 93 espéces des trois sous-familles ont été broyées puis fractionnées a partir
d’environ 2 g de farine. Parmi ces especes, une Polygalaceae (outgroup), 13
Caesalpinioideae dont 2 basales et 8§ Mimosoideae ont été sélectionnées.

Les pourcentages des différentes fractions obtenues sont consignés dans l'annexe 4.

On constate une grande variabilité de la représentation de chaque fraction entre et au sein
de chaque sous-famille. Toutefois, on peut remarquer que les Mimosoideae sont
globalement pauvres en huiles et en substances non solubles (résidu) mais présentent au
contraire une forte représentation des différentes fractions d'intérét (jusqu'a 54 % de la
graine constituée de l'ensemble des extraits MeOH, MeOH60, H,O5, H,O8). Parmi celles-
ci, Entada phaseoloides présente les fractions MeOH60 et MeOH les plus importantes
(16,7 et 20,3% respectivement). Les Caesalpinioideae apparaissent également pauvres en
huiles (exceptée Acrocarpus fraxifolius a 30% de lipides), mais riches en résidus, avec des
teneurs en fractions d'intérét trés variables allant de seulement 18% a 47% de la graine. De
méme les Galégoides apparaissent peu riches en lipides, avec l'exception d'Hippocrepis
emerus. Les Génistoides sont moyennement riches en huiles, avec les extrémes Daviesa
corymbosum (1%) et Diplotropis purpurea (47%). On peut enfin remarquer que Polygala

13 inhibition de la liaison de '*I-PA1b & une fraction microsomale de charancons sensibles (souche Bénin).
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myrtifolia, 1'espéce hors Fabaceae choisie comme "outgroup" est extrémement riche en
huiles (66,7) et pauvre en fractions d'intérét (10,6% au total).

2) Variabilité de I'activité biologique

Pour des raisons de temps, les tests biologiques n'ont été effectués que pour 60 des 89
nouvelles plantes dont les farines ont été fractionnées, dont 8 Caesalpinioideae, 4
Mimosoideae, 15 Phaséoloides, 15 Galégoides, 4 Aeschynoménoides, 10 Génistoides et 4
Sophoroides.
Les TLso des cinq fractions des différentes espéces testées sont consignés dans l'annexe 5.
Les fractions présentant un différentiel de toxicité significatif entre les souches de
charangons sensibles et résistants sont soulignées.
On constate une grande variabilité de la toxicité, qui est déterminée par trois facteurs:

* L'origine biologique de l'extrait (espeéce végétale), soutendue par une structure

phylogénétique.
* Les caractéristiques biochimiques de 'extrait (5 modalités du degré de polarité des
composants).

* Lacible biologique de I'extrait (la souche de charancons : R ou S)
On constate globalement que la fraction MeOH est moins toxique que les autres ce qui est
cohérent avec une présence prévalente de la toxicité peptidique a priori exclue de cette
premiere fraction. Au contraire, les résidus sont souvent porteurs de toxicité, comme
observé sur les quatres plantes "test", ce qui ne correspond pas a une toxicité peptidique
soluble attendue. La présence d'un différentiel trés net de toxicité dans cette fraction
d'especes de différents groupes dont A. julibrissin (Mimosoideae), L. albus (Génistoide),
et méme L. tetragonolobus (Phaséoloide) et A. hypogaea (Aeschynoménoide), deux
plantes sans toxicité par ailleurs, est donc intrigante. Un tel différentiel indiquerait la
présence d'homologues de PA1b dans ces résidus. Ceci peut s'expliquer par la liaison de
PA1b a des polymeres insolubles provenant des parois cellulaires. C’est en effet liée a
celles-ci, que la leginsuline a été observée, dans la graine de soja (Nishizawa et al., 1995).
On remarque également que la toxicité est plus forte sur la souche S, ce qui augure d'une
bonne présence globale de toxicité différentielle potentiellement liée aux A1b. Une seule
espece présente une toxicité significativement plus grande sur R (TLsy 4,3 jours) que sur S
(TLso 5,6 j.). Il s'agit de Crotalaria eremaea, une Génistoide (fraction MeOH60).
Toutefois, la toxicité dépend essentiellement de 1'espece végétale. Certaines plantes n'ont
en effet aucune toxicité (ex: Cassia occidentalis, Vigna subterranea) alors que d'autres
présentent une toxicité pour toutes leurs fractions, sur les deux souches de charangons (ex:
Bolusanthus speciosus, Crotalaria eremaea, Robinia pseudoacacia). La toxicité varie
méme au sein d'un méme genre comme le montrent les résultats obtenus sur V.
unguiculata (toxicité, différentielle) et V. subterranea (pas de toxicité) ou A. lebbeck
(toxicité totale) et A. julibrissin (toxicité différentielle). On constate cependant que la
répartition taxonomique de la toxicité n'est pas identique pour tous les groupes. Les
Caesalpinioideae, par exemple, apparaissent globalement trés peu toxiques (seule Cercis
siliquastrum présente une toxicité aigué pour la fraction MeOH60, d'ailleurs
différentielle).

(a) Analyse de données

Une analyse de ces données par différents modeles statistiques a été effectuée par Diol
(2003) pour comprendre les relations entre la réponse (toxicité) et les trois facteurs
(espece, fraction, souche). Ces travaux montrent que la réponse est a la fois quantitative
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(intensité de la toxicité) et qualitative (présence ou absence de toxicité) et confirment les
constatations ci-dessus. Les résultats de certaines analyses sont mentionnés ci-dessous.

La réponse quantitative a été analysée par ACP (analyse en composantes principales),
révélant comme facteur principal un effet taille (intensité globale de la toxicité) (Diol,
2003). Le second facteur est 1i¢ a la nature chimique des fractions, H,O5 et H,O8
(protéiques) d'un coté et MeOH-résidu (apolaires, polymeres insolubles) de l'autre. On
constate par cette analyse que l'effet de la fraction se reproduit a l'identique sur les deux
souches (pas d'interactions entre ces deux facteurs). La répartition des espéces dans le plan
factoriel est tres éclatée (Figure 69). Seules les Galégoides de toxicité globale moyenne
semblent structurées par une toxicité protéique (fractions H,O). Les Génistoides
présentent des espéces trés toxiques et leur toxicité domine dans les fractions non
protéiques.
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Figure 69 : Analyse en Composantes Principales (Diol, 2003)
rouge : Galégoides, vert : Phaséoloides, jaune : Génistoides, bleu : Aeschynoménoides.
variables S : souche sensible, R : souche résistante, 0 a 4 : fractions MeOH a résidu.

Une Analyse en Composantes Multiples (ACM) de la réponse qualitative permet de
classer les especes végétales en trois groupes selon leur toxicité moyenne (Diol, 2003):
* (lasse C1: Globalement peu toxique (ni sur R ni sur S)
* Classe C2: Toxicité globale moyenne et différentielle (toxicité pour S plus que
pour R)
¢ C(lasse C3: Globalement trés toxique (sur S comme sur R)

Afin de déterminer l'importance de la composante taxonomique sur la toxicité (aspect
qualitatif), une étude utilisant le test d'Abouheif (1999) a été réalisée par Diol avec l'aide
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du Pr Chessel (Diol, 2003). Ces tests indiquent une structuration phylogénique globale
significative comme le montre la Figure 70.
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Figure 70 : Représentation de la distribution des 3 classes de toxicité (C1 a 3) en fonction de la position
taxonomique des différentes espéces.

On remarque que les plantes d'un méme groupe phylogénétique (sous-famille, clade et/ou
tribu) ont parfois des toxicités semblables. Ainsi, on observe le regroupement des
Caesalpinoideae et des Aeschynoménoides dans la classe des plantes peu toxiques. Le
groupe phylogénétique des Milletieae-Wisterieae et Diocleineae correspond a des plantes
de trés forte toxicité. De méme les Trifolieae et Loteae (exceptée L. tetragonolobus),
groupes fréres selon Chapill, apparaissent toutes comme des plantes de classe 3. Les
Galégoides Vicieae d'une part et les 2 sous-tribus de Phaséoloides Phaseolinae (sauf V.
subterranea) et Glycininae d'autre part, sont majoritairement des plantes de toxicité
moyenne et différentielle ce qui est en accord avec l'observation d'Alb (genes et/ou
peptides) dans les plantes de ces trois clades. La plupart des Galégoides hors Vicieae
appartiennent a la classe 3 avec les exceptions notables du pois chiche (Cicer arietinum) et
du lotier corniculé trés peu toxiques. On distingue donc dans les clades Galégoides et
Phaséoloides, deux groupes de plantes : celles a toxicité différentielle (C2) ou la présence
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d'A1b est démontrée et celles de classe C3 qui possédent probablement également des Alb
(genes caractérisés) plus d'autres composés toxiques pour les insectes résistants et
certainement non apparentés aux Alb.

La majorité des Génistoides (6/9) testées apparaissent tres toxiques. Toutefois on observe
¢galement 2 especes de classe 1 et une espece, Baptisia australis, de toxicité moyenne,
dont les fractions méthanoliques et H,O5 présentent un différentiel net de toxicité
indiquant la probable présence d'homologues de PA1b. Quelques plantes isolées dans des
groupes autres que Vicieae et Phaseolineae montrent également une toxicité intermédiaire
intéressante. Il s'agit de la Sophoreae basale Styphnolobium japonicum, d'Onobrychis
viciifolia qui appartient aux Galégoides hors Vicieae, de Rhynchosia pentheri, une
Phaséoloide et d'Acacia dealbata, une Mimosoideae. Ces 5 plantes ont toutes au moins
deux fractions de toxicité différentielle totale (mort de S et pas R), MeOH60 et H,0O5,
fractions ou I'on retrouve la majorité des isoformes de PA1b a partir du pois. Ce sont donc
de bons candidats pour la recherche d'Alb. Chez Onobrychis, deux génes homologues ont
d'ailleurs été caractérisés (Figure 67). A. dealbata, S. japonicum et B. australis,
appartenant chacune a des groupes différents ne répondant pas a l'approche moléculaire,
sont a considérer tout particulierement.

Enfin, certaines plantes de classe 1 présentent aussi un différentiel de toxicité (sur une de
leurs fractions) pouvant indiquer la présence d'Alb dans ces espéces. Il s'agit d'4.
fruticosa (Sophoroide), de D. purpurescens (Aeschynoménoide) et de C. siliquastrum
(Caesalpinoideae).

(b) Tests de toxicité sur les charancons isogéniques

Quatres fractions au différentiel de toxicité net (total ou non) ont été testées sur les
souches isogéniques WAA42 et ISO3R, afin de tester I'hypothése d'une résistance multiple
de la souche Chine, et celle de la présence d'Alb dans ces extraits d'espéces
phylogénétiquement ¢loignées des Galégoides et Phaséoloides. Les résultats sont
consignés dans le Tableau 8.

Tableau 8 : Comparaison des temps létaux 50 des différentes souches de S. oryzae isogéniques ou non;
pBGW: test de rang de Breslow-Gehan-Wilcoxon (différentiel de mortalité entre les isogéniques (\W/I) ou les
non isogéniques (B/C)).

TL50 (SE) Souches sensibles | Souches résistantes |p BGW

Espece et fractions WAA42 | Bénin ISO3R | Chine W/I B/C

A. fruticosa MeOH60 4,8 (0,3) 110,5 (1,9) | >20 >20 <0,0001 |<0,0001
B. australis MeOH60 3,9(0,2) [9,0(1,9) [5,0(1,0) |>20 <0,0001 |<0,0001
C. siliqguastrum MeOH60 4.4 (0,2) [5,7(0,6) 19,5(0,9) |>15 <0,0001 |<0,0001
S. arizonica H,O5 5,6(0,3) 15,3(0,3) |8,3(1,2)18,8(0,7) [0,0014 |<0,0001

On constate que les tests biologiques sur insectes isogéniques ne sont pas équivalents a
ceux réalisés sur les souches Bénin et Chine, non isogéniques.

Concernant les souches sensibles, les différences sont particuli¢rement importantes pour
les deux premiéres especes (A. fruticosa, B. australis), WAA42 est une souche de temps
de développement plus long, moins féconde (deux ovarioles par femelles contre quatre
pour Bénin) et donc difficile a maintenir en élevage. Toutefois son homozygotie, réduisant
la variabilité génétique, la rendait particuliérement intéressante pour I'élaboration d'une
souche isogénique résistante. Les TL50 de la souche sensible WAA42 sont beaucoup plus
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faibles que ceux de la souche Bénin. Il se peut que 'homozygotie élevée de la souche
WAAA42 la rende plus fragile que Bénin a divers composés, dont les Alb.

Pour les deux autres fractions testées (S. arizonica, C. siliquastrum), les différences de
toxicité entre souches sensibles sont plus faibles. Il en est de méme pour les souches
résistantes. Concernant ces dernicres, on ne détecte pas de différence pour 4. fruticosa
(pas du tout de toxicité). Ceci indique que cette fraction contient vraisemblablement des
A1b typiques, tuant les sensibles Bénin ou WAA42 et n'affectant pas les résistants ISO3R
et Chine'”. Par contre, l'apparition d'une toxicité aigué pour B. australis (TLs de 5 jours /
pas de toxicité) est tres significative. Ceci pourrait s'expliquer par la présence, dans cet
extrait, d'un composé non apparenté aux Alb, auquel la souche Chine résisterait. Lors de
la sélection des insectes isogéniques sur pois, le caractére de résistance a ce composé de B.
australis aurait été perdu, le composé n'étant pas présent dans les grains de pois. La
souche Chine serait donc multirésistante.

3) Compléments biochimiques

Pour certaines fractions de quelques especes, les approches d'inhibition de liaison et de
migration ¢électrophorétique ont été appliquées. Les fractions sont choisies pour différentes
raisons :

* Pour confirmation, dans le cas d'especes a toxicité¢ différentielle et dont des
séquences homologues ont été caractérisées (V. unguiculata, O. viciifolia).

* Pour détecter la présence éventuelle de produits des génes homologues caractérisés
dans le cas d'especes a toxicité non différentielle (B. bituminosa, L. capassa, T.
foenum-graecum, M. albus).

* Pour des especes ou l'approche de biologie moléculaire a échoué, qu'elles soient
toxiques pour R et S (7. retusa, B. speciosus, C. eremaea, S. arizonica) ou a
différentiel (C. siliquastrum).

Les fractions considérées sont toujours MeOH60.

(a) Tests d’inhibition de liaison.

Les tests de compétition effectués sur des fractions MeOH60 de toxicités variables se sont
avérés infructueux, contrairement aux premiers essais effectués sur le pois, soja et haricot.
Comme le montre la Figure 71, on ne peut conclure a une inhibition de liaison
significativement plus ¢élevée que le témoin négatif blé pour aucune des plantes testées si
ce n'est pour Onobrychis viciifolia. En effet, si le blé inhibe 50% de la liaison pour un peu
plus de 10 mg d'EFE, seules les fractions inhibant 50% de la liaison pour moins de 0,1 mg
d'EFE peuvent étre considérées comme positives au test. On observe que pour cette plus
faible dose, seule O. viciifolia n'a pas dépassé les 50% de ligand li¢.

Si I'absence d'inhibition de liaison était attendue pour des especes comme 7. refusa et S.
arizonica, ne présentant pas de différentiel de mortalité, ou V. subterranea ne présentant
aucune toxicité, les résultats négatifs obtenus pour les espéces B. bituminosa, C.
siliquastrum, ou V. unguiculata dont les fractions testées ici présentent un différentiel net
de toxicité et sont donc supposées contenir des Alb, sont plus surprenants. Ceci montre
que le test in vitro n'équivaut pas au test in vivo.

' Une alternative & la présence d'A1b serait celle d'un autre composé dont le gene de résistance serait 1ié a
celui de PA1b.
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Figure 71 : Test d'inhibition de liaison : pourcentage de ligand lié pour deux concentrations en fraction
MeOHG60 de différentes espéces végétales. Les concentrations sont exprimées en mg d'Equivalent Farine
Entiére/ puits. Le blé sert de témoin négatif.

(b) Electrophoréses.

Certaines des fractions testées par inhibition de liaison ont été extraites a l'acétone 80%.
Les fractions solubles ont ensuite été déposées sur gel d’électrophorese afin d’y détecter
d’éventuels peptides de méme masse moléculaire que PA1b. Les fractions au différentiel
de toxicité net et quelques fractions toxiques pour R et S ont été sélectionnées. La Figure
72 montre des peptides de masse apparente équivalente a PA1b pour différentes especes
de Galégoides (O. viciifolia, M. albus) et de Phaséoloides (V. subterranea, V. unguiculata,
A. ovalifolius, B bituminosa). Toutefois, on n'observe rien de similaire pour L. capassa,
dont la fraction déposée est toxique pour R et S et qui est une Phaséoloide possédant au
moins un gene homologue (Figure 67). Pour B. speciosus, C. eremaea et T. retusa,
Génistoides ne présentant pas de différentiel de toxicité net, I'absence de peptides de la
taille de PA1b était attendue. Enfin, pour le fenugrec, on observe un peptide de taille
supérieure qui pourrait correspondre a une albumine 1 compléte (Ala + Alb). Ceci
confirmerait 1'hypothese formulée a propos de 1'observation d'une proline en aval du site
de maturation C-terminal putatif des Alb. Cette proline inhiberait la maturation du peptide
et celui-ci pourrait rester sous forme compléte. Toutefois, le mélilot présente la méme
caractéristique pour ses séquences (Figure 67), or on peut observer ici la présence de
peptide de masse moléculaire type Alb. Il se peut que cette espeéce posseéde d'autres genes
non identifiés par notre approche ne présentant pas de proline en N-terminal du peptide
intermédiaire.
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Figure 72 : Electrophorése en fris-tricine (révélation au nitrate d’argent) sur fractions MeOH60A80 de
quelques espéces. S: SRA1TM6E0, P: PA1b, M: marqueur de poids moléculaire, Aov : Alysicarpus ovalifolius,
Bbi : Bituminaria bituminosa, Bsp : Bolusanthus speciosus, Cer : Crotalaria eremaea, Lca : Lonchocarpus
capassa, Mal : Melilotus albus, Ovi : Onobrychis viciifolia, Tfo : Trigonella foenum-graecum, Tre :
Templetonia retusa, Vsu : Vigna subterranea, Vun : V. unguiculata. Les fleches indiquent la position de PA1b.

L'absence d'anticorps capable de reconnaitre des isoformes de PA1b autres que celles du
pois ne permet pas de conclure quant a la nature exacte des peptides observés ici.

C. Discussion

1) Activité biologique des extraits de graines

Les résultats obtenus par les tests biologiques sur les souches Chine et Bénin montrent une
forte variation d'activité biologique entre plantes, fractions et souche. On détecte tous les
cas de figure excepté une toxicité pour Chine sans toxicité sur Bénin.

On peut déterminer trois classes d'espéces végétales, selon leur toxicité moyenne : faible
(Classe 1), intermédiaire et différentielle (C2), forte (C3).

Peu d'espéces présentent une toxicité globale différentielle. Toutefois, si la présence d'un
différentiel de toxicité total pour certaines fractions dans les plantes de classe 2 est
probablement un bon indicateur de la présence d'Alb dans ces plantes, il ne faut pas
négliger les plantes trés toxiques ou la toxicité d'autres composés peut masquer la présence
des peptides recherchés. On peut s'intéresser en particulier aux plantes ou, si la toxicité
globale de la fraction considérée est ¢levée, elle est essentiellement due a la mortalité des
insectes sensibles (différentiel non total mais significatif), comme Mundulea sericea,
Bituminaria bituminosa, Astragalus monspessulanus et Melilotus albus, plantes possédant
par ailleurs des geénes homologues (Figure 67), voire des peptides de masse apparente
similaire a PA1b (Figure 72). Les plantes pour lesquelles le différentiel de mortalité est
moins net sont également a prendre en compte puisque des génes homologues ont été
caractérisés chez certaines d'entre elles comme Medicago truncatula, Lonchocarpus
capassa, Caragana arborescens, Canavalia brasiliensis et Lotus corniculatus. La
présence de peptides correspondant aux geénes caractérisés reste a confirmer
(éventuellement par spectrométrie de masse), méme si pour Bituminaria bituminaria, des
peptides de taille similaire a PA1b ont été observés en électrophorése a partir de la fraction
MeOH60 et qu'un pic en HPLC de méme temps de rétention que PA1b a été caractérisé
pour son activité différentielle sur R et S (Diol, 2003).

Les plantes sans activité insecticide sur S. oryzea peuvent également nous renseigner sur
la famille des Alb. Vigna subterranea posséde au moins un géne homologue. Ces variants
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ne sont peut-&tre pas exprimés (pseudogéne putatif'”), trop peu exprimés ou bien sont non
toxiques. Ce dernier cas pourrait nous renseigner sur les acides aminés impliqués dans
'activité insecticide de ces peptides et indiquerait un autre role, expliquant leur
conservation, dans la physiologie de la plante, comme le proposent Higgins et al. (1986)
pour la leginsuline du soja. Si le produit du géne de V. subterranea est exprimé, seul le
remplacement de R21 par une cystéine pourrait expliquer la non toxicité du peptide.
Toutefois, on ne peut savoir dans ce cas si c'est 1'absence du résidu basique, ou un mauvais
arrangement des ponts disulfures li¢ a I'apparition d'une cystéine surnuméraire, qui serait
impliqué.

2) Analyses complémentaires

Pour tenter de confirmer la présence d'Alb dans les fractions a différentiel de toxicité ou
essayer de détecter d'éventuels homologues dans des extraits fortement toxiques, quelques
analyses complémentaires ont été réalisées.

De toutes les fractions testées par inhibition de liaison, aucune n'a permis de conclure a la
présence d'homologues de PA1b. La présence d’inhibiteur de liaison dans ces fractions
grossicres est possible. Ces tests étant congus pour des composés purifiés ces résultats
décevants étaient néanmoins attendus. Toutefois, des analyses réalisées par Diol (2003)
montrent que méme un fractionnement par HPLC est insuffisant. Les pics de
chromatographie, obtenus a partir des extraits MeOH60 des différentes plantes
sélectionnées pour leur différentiel de toxicité, ne permettent pas d'observer de
déplacement significatif de '*I-PA1b.

Une autre hypothése pouvant expliquer I'absence de liaison pour des fractions présentant
un différentiel de mortalité net serait la présence de facteurs toxiques non apparentés a
PA1b mais agissant sur un domaine différent du méme site de liaison que notre peptide.
De plus, travaillant sur des souches de charancons non isogéniques, on peut émettre
I'hypothése d'un caractére li¢ au géne portant la résistance ou sensibilité a PAlb et qui
jouerait un role similaire face a d'autres composés toxiques (résistance multiple de la
souche Chine), comme tendent a le montrer les résultats des tests biologiques sur
charangons isogéniques.

Les ¢lectrophoreses sur fraction a différentiel net tendent a confirmer la présence supposée
d'Alb, mais ne sont généralement d'aucune aide pour les extraits sans différentiel et
particulierement pour les espéces hors Galégoides et Phaséoloides. De plus, pour
réellement confirmer que les peptides observés sont des Alb, un anticorps spécifique des
A1b et reconnaissant des homologues de différentes especes serait un outil beaucoup plus
efficace. Dans ce contexte, la boucle peptidique correspondant aux acides aminés
CSPFEMPPC, conservés dans tous les geénes caractérisés dans cette étude, a été
synthétisée. Couplée a une protéine porteuse, elle sera utilisée pour produire des anticorps
polyclonaux spécifiques qui devraient éventuellement permettre de détecter des A1b hors
du pois (L. Quillien, communication personnelle).

On peut conclure que ces analyses complémentaires ne sont guéres informatives, malgré
les espoirs fondés dans la premicre partie de cette thése, en particulier sur les tests
d'inhibition de liaison, assez rapides et peu colteux en matériel. La spectrométrie de

"% Un biais dans la composition en AT est attendu pour un pseudogene. Ce n’est pas le cas ici, le pourcentage
d’AT de la séquence étant de 54 %, équivalent a ceux des autres séquences caractérisées.
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masse, qui s'est avérée un outil trés efficace lors de 1'étude des quatre plantes "test", doit
étre tentée, pour rechercher des peptides dans les fractions a toxicité différentielle.

Pour des especes végétales phylogénétiquement éloignées des deux groupes positifs a
I'approche de biologie moléculaire, et toxiques pour R et S (avec ou sans différentiel
significatif), l'interprétation des tests biologiques reste difficile.

La purification d’isoformes potentielles chez quelques espéces de toxicité différentielle et
de différents groupes, comme Cercis siliquastrum et Dalbergia purpurescens permettrait
de confirmer le lien entre toxicité différentielle et homologues de PA1b, mais aussi de
mieux cerner la variabilité de séquence des Alb.

1Iv. Discussion et conclusions

Les objectifs principaux de 1'¢largissement de 1'étude des Alb au sein des Fabaceae
étaient, d'une part, de mieux comprendre cette famille (variabilité d'activité, de structure,
répartition taxonomique) et d'autre part, d'en déduire des indications sur son mode
d'action.

1) Variabilité et histoire évolutive des Alb

Nous avons montré la présence de génes homologues a PA1b dans de nombreuses especes
de deux clades de Papilionoideae. De plus, nous avons détecté une toxicité différentielle,
entre souches de S. oryzae sensible et résistante a8 PA1b, dans diverses espéces des trois
sous-familles de Fabaceae. N'ayant pas pu caractériser de génes homologues (ni par PCR
ni par Northern) pour les especes d'autres clades que Galégoides et Phaséoloides, la
caractérisation d'une toxicité différentielle spécifique est la seule indication de la présence
d'homologues de PA1b chez ces espéces. La purification puis le séquencage d'un peptide
homologue a partir d'une fraction choisie pour son différentiel de toxicité devrait nous
permettre de déterminer de nouvelles amorces dégénérées, plus spécifiques des séquences
de la tribu ou sous-famille de 1'espece choisie. Ceci avait été tenté sans succes sur Cercis
siliguastrum, plante la plus éloignée phylogénétiquement pour laquelle une toxicité
analogue avait été observée. Une plante plus proche d'un point de vue taxonomique, au
différentiel R/S total, a donc été choisie : il s'agit de Dalbergia purpurescens dont la
fraction MeOH60 soluble acétone 80% présente un profil d'électrophoreése proche de la
fraction équivalente du pois. Le fractionnement de cet extrait par HPLC est en cours.
L'absence de séquence nucléique ou protéique dans les espéces hors Galégoides et
Phaséoloides, malgré la présence de profils de toxicité semblable au pois (MeOH60,
différentiel), ne permet pas de conclure définitivement quant a la présence de la famille
des Alb au sein des trois sous-familles de Légumineuses. L'approche par spectrométrie de
masse s'étant révélée d'une grande efficacité dans la premiére partie de ce travail, celle-ci
pourrait €tre appliquée sur quelques fractions d'especes choisies pour leur éloignement
phylogénique et leur toxicité différentielle, comme les fractions MeOH de Parkia
biglobosa (Mimosoideae) ou MeOH60 d'Amorpha fruticosa ou Baptisia australis. Ceci
permettrait de détecter la présence éventuelle de peptides de masse proche de PA1b, et
donc d'envisager quelques microséquengages qui pourraient confirmer l'appartenance de
ces peptides a la famille des Alb et permettre de déterminer de nouvelles amorces
dégénérées.

146



La famille des Alb au sein de la famille des Légumineuses

2) Diversité d'activité des extraits, Alb et autres composés de
défense.

La diversité d'activité observée lors des tests biologiques ne peut pas étre attribuée aux
seuls A1b. Si la présence de toxicité différentielle totale (pas de toxicité sur Chine) est tres
probablement liée a la présence d'Alb dans l'extrait considéré, une mortalité sur les
charangons résistants peut-étre due a de nombreux autres composés. Les Légumineuses
ont fait l'objet de nombreuses études de phytochimie. Plusieurs types d'alcaloides,
d'AANP, de composés phénoliques, de terpenes, d'IP et de lectines, ont été décrits dans
cette famille, dans tous les organes des plantes et particuliérement dans les organes
reproductifs (cf. premier chapitre) (Bisby et al., 1994 ; Harborne et al., 1971).

Toutefois, en analysant rapidement la répartition de différents composés ou groupe de
composés de défense (Bisby et al., 1994 ; Wink and Mohamed, 2003), on ne détecte pas
de concordance évidente entre toxicité et présence/absence du composé. En effet, si 1'on
considére I'AANP canavanine, trés étudié, soluble dans le méthanol 60%, on s'apercoit
qu'il est présent dans les graines de plantes dont la fraction MeOH60 est tres toxique
comme les Phaséoloides Canavalia brasiliensis, Sesbania sesban et Robinia pseudoacacia
ou les Galégoides Caragana arborescens, Colutea arborescens et Lotus corniculatus,
mais aussi dans les graines de Laburnum anagyroides qui ne montre aucune toxicité sur
charangons résistants (hors de la fraction résidu). La présence de cet AANP dans les
graines ne semble donc pas liée a la forte toxicité des especes citées. D'autres AANP
comme l'albizzine (soluble en méthanol) ou l'acide djenkolique (soluble en milieu aqueux
acide ou basique) sont présents dans les graines de la plupart des Mimosoideae, dont
Acacia dealbata et Parkia biglobosa sont deux espéces non toxiques sur la souche R (hors
résidu), contrairement aux deux A/bizia testés.

Les Génistoides présentent peu d'AANP mais des alcaloides quinolizidines (QA : solubles
dans 1'eau fortement acide) comme la lupanine des graines de lupin. Ces alcaloides
interférent avec le systéme nerveux (récepteurs a l'acétylcholine et canaux Na" K') (Wink,
1993). La lupanine représente 70% des alcaloides des graines des deux especes testées ici
(L. angustifolius et L. albus) (Wink et al., 1995). Toutefois, le lupin blanc n'est quasiment
pas toxique contrairement au lupin a feuilles étroites. Parmi les QA, les alcaloides
a-pyridone comme la cytisine sont connus pour étre 10 a 100 fois plus toxiques que la
lupanine (Wink et al., 1995). Rare chez les lupins et commune chez les espéces des genres
Baptisia (dont B. australis, non toxique sur Chine) et Thermopsis, on la trouve également,
sous forme de méthylcytisine, chez L. anagyroides. Chez les Crotalarieae, dont C.
eremaea, trés toxique, les QA sont remplacés par des alcaloides pyrrolizidines (PA).
Cependant, on retrouve de tels alcaloides chez L. anagyroides, trés peu toxique pour les
insectes résistants.

Les isoflavonoides, restreints aux Papilionoideae s'accumulent dans un grand nombre de
taxons. Les anthraquinones, inhibiteurs puissants des Na" K" ATPase, sont représentées
dans tous le genre Cassia et dans quelques especes d'4brus (Wink and Mohamed, 2003).
Toutefois, les graines de Cassia occidentalis ne montrent aucune toxicité dans les
conditions de nos tests biologiques.

Les triterpenes et saponines sont plus répandus dans les Mimosoideae-Caesalpinioideae et
les tribus basales des Papilionoideae, mais apparaissent aussi chez les Vicieae, Trifolieae,
Cicereae et Phaseoleae ce qui ne permet pas de conclure quant a leur potentielle toxicité
pour les charangons. Il en est de méme pour les IP (inhibiteurs de trypsine ou
chymotrypsine).
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Une étude plus poussée de la concentration des divers composés individualisés, dans la
graine et au niveau de l'espéce végétale, s'avére nécessaire pour déterminer les composés
responsables des toxicités observés sur les charancons résistants. Toutefois, ce n'est pas le
propos de notre étude. Quelques tests biologiques avec certains de ces composés, comme
la canavanine, un PA ou une anthraquinone, permettraient de répondre en partie a cette
question.

3) Indications sur le mode d'action?

Le deuxiéme objectif de cette large étude était d'essayer de comprendre le mode d'action
des Alb et plus particuliecrement de déterminer des zones ou résidus impliqués dans
l'activité insecticide de ces peptides. Malgré l'absence de lien direct entre les séquences
caractérisées et les toxicités observées, la confrontation des données de biologie
moléculaire, des tests biologiques et de la structure tridimensionnelle connue de PA1b

(Jouvensal et al., 2003) nous permet d'émettre quelques hypotheses.

* La toxicité différentielle observée pour MeOH60 chez Alysicarpus, malgré la mutation
surprenante proline-lysine, suggere que cette proline ne serait pas nécessaire a la
structuration du peptide actif, et ce bien que les prolines soient d'une grande
importance structurale et en général extrémement conservées.

* La conservation pour toutes les séquences sans exception, de la leucine L27, combinée
a sa position externe sur la structure tridimensionnelle, font de ce résidu une cible
particulierement intéressante, a priori de grande importance pour l'activité
(entomotoxicité ou hormone'®) et/ou la structure de ces peptides.

* La conservation de l'acide aminé 11 acide (E ou D) ou polaire (Q) et le fait qu'il soit
placé a un sommet de la molécule, nous suggere une possible importance de ce résidu
dans l'activité du peptide.

* Enfin, I'arginine R21, conservée sauf chez deux espéces de Vigna apparait également
intéressante sa basicité pourraient étre impliquée dans la réalisation de liaison ionique
nécessaires a l'activité des Alb.

Ces hypothéses ont été sélectionnées pour étre testées par la réalisation de mutants ciblés
de PA1b. La mise au point d'un systeme d'expression hétérologue du peptide du pois
apparait en effet un moyen rapide et peu coliteux pouvant servir de base a une étude de
relations structure-fonction. Une telle approche, combinée a la mutagenese dirigée et a un
criblage de mutants permettra de déterminer les résidus essentiels a l'activité insecticide
des Alb.

'5Role dans la physiologie végétales proposé par Higgins et al. (1986), et reprise par Yamazaki et al. (2003) :
le doigt hydrophobe serait impliqué dans la liaison au récepteur (Hanada et al., 2003).
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Expression hétérologue

Expression hétérologue de PA1lb

La troisieme partie de ce travail de thése avait pour objectifs la mise au point d'un systéme
d'expression et de purification de PA1b recombinant et de mutants structuraux, dans le
cadre d'une étude des relations structure - activité de ce peptide, afin de relier les
variabilités de séquence et de toxicité observée dans les parties précédentes.

La structure de PA1b, petit peptide compact et amphiphile, nécessite des modifications
post-traductionnelles spécifiques (structuré par 3 ponts disulfures). Le choix du systéme
d'expression est crucial pour obtenir un produit bien structur¢ et donc actif.

I. Systemes d'expression hétérologue

Il existe de nombreux systémes eucaryotes ou procaryotes dont nous allons présenter, dans
cette partie introductive, les différents avantages et inconvénients, en particulier en vue de
l'expression de PA1b.

A. Systémes eucaryotes

1) Les Levures

Les levures sont les premiers organismes eucaryotes a avoir été utilisés pour la production
de protéines recombinantes d’origine eucaryote en recherche et en industrie. Ce sont des
microorganismes unicellulaires dont la génétique est relativement simple. Les levures
poussent rapidement a haute densité sur des milieux simples (Emr, 1990).

De la méme maniere que les autres organismes eucaryotes, la levure a l'avantage
d’effectuer des modifications post-traductionnelles nécessaires au repliement correct de
certaines protéines d’intérét.

Deux types de vecteurs ont été développés pour les levures. Il s'agit des vecteurs
intégratifs qui s’incorporent de fagon stable dans le génome, et des vecteurs épisomiques
qui sont des plasmides autonomes, extra-chromosomiques (Emr, 1990).

La levure possede la capacité de secréter naturellement un certain nombre de protéines,
ceci facilite donc le processus de purification des protéines recombinantes. Il existe deux
types de signaux pour les sécrétions : les préséquences (ex : invertase) et les
préproséquences (ex : facteur a). Ces séquences sont clivées lors de 1’exportation des
protéines hors de la cellule. Il a été constaté que la sécrétion fonctionnait trés bien pour
des peptides mais était plus aléatoire avec des protéines de taille plus importante.

Les deux principaux types de levures utilisés sont la levure boulangere Saccharomyces
cerevisiae et la levure méthylotrophe Pichia pastoris. Des protéines telles que 1’insuline,
des interférons ou des immunoglobulines (Wood et al., 1985) ont ét¢ exprimées dans la
levure S. cerevisiae. Cependant de nombreuses protéines étaient hyperglycosylées dans
cette levure (Brake, 1990) et en conséquence biologiquement inactives. Quant a la levure
P. pastoris, elle posséde une capacité de glycosylation inférieure a celle de S. cerevisiae.
Le systéme d’expression est basé sur le promoteur fort AOX1 (alcool oxydase), lui-méme
sous le controle d’un inducteur : le méthanol (Chen et al., 1996). De nombreux vecteurs
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utilisant ce promoteur ont été¢ développés et ont permis la surexpression de protéines
(Muslin et al., 2000 ; Rodriguez et al., 2000).

Ce systeme semble donc adapté a l'expression de PAI1b. Toutefois, des essais de
production en systéme de sécrétion de PA1b recombinant par P. pastoris avaient été
réalisés, dans l'unité BF2I, sans succes (Zhang, 2001, données non publiées) et les
systémes basés sur des levures n'ont donc pas été choisis pour notre étude.

Les problémes inhérents a la sécrétion et a la glycosylation ont conduit au développement
de systémes d’expression chez les eucaryotes supérieurs.

2) cellules d'insectes

Depuis son développement dans les années 80, 1’utilisation du systeme d’expression du
baculovirus, virus infectant les insectes, pour la synthése de protéines recombinantes dans
les cellules d’insectes s’est largement répandu (Luckow and Summers, 1988 ;
Murhammer, 1991). Les génes étrangers sont insérés dans le génome viral par
recombinaison sous le controle d’un promoteur fort. L’avantage majeur du vecteur du
baculovirus est que son promoteur fort (polyhédrine) permet de produire des protéines
recombinantes en grande quantité. De plus la manipulation génétique de ce systéme
d’expression eucaryote est simple et rapide. Le baculovirus, comme le virus de la vaccine,
a une tres grande taille, ce qui permet le clonage de grands fragments d’ADN.

Concernant PA1b, ce systéme n'a pas été envisagé, le peptide étant toxique pour divers
insectes et son mode d'action exact sur les cellules d'insecte inconnu (il entraine I'apoptose
des cellules du tube digestif des charangons sensibles (Vaublanc, 2001). Tout récemment,
il a de plus été montré tres toxique sur les cellules Sf9, qui sont les cellules les plus
courantes d'expression hétérologue du systéme baculovirus (Gressent F., 2003,
communication personnelle).

3) cellules de mammiféres

Les cellules de mammiféres sont généralement considérées comme le meilleur hote pour
I’expression de protéines eucaryotes nécessitant des modifications post-traductionnelles
pour étre actives. Deux types d’expression sont distinguées : 1’expression transitoire et
I’expression stable.

e L’expression transitoire est souvent utilisée pour détecter la fonction d’un geéne
nouvellement cloné. Elle est de courte durée (48-72 heures). L’ADN n’est pas
intégré dans le génome, il se maintient dans le noyau pendant quelques jours avant
de disparaitre. Des cellules sont transfectées avec des plasmides, puis récoltées 48-
72 heures plus tard alors qu’elles sont encore en phase d’expression transitoire.

* Bien que les systémes transitoires produisent suffisamment de protéines pour des
¢tudes physico-chimiques, 1’expression stable est préférée. Elle permet une
production a plus grande échelle, méme si les rendements restent limités par
rapport a une expression dans les autres hotes cellulaires. L’intégration de I’ADN
dans le noyau peut se faire par transfection ou par infection par des virus rendus
non pathogeénes (SV40, adénovirus, virus d’Epstein Barr) ou rétrovirus (Kaufman,
1991). Ces virus sont rendus défectifs, les génes essentiels a leur réplication ayant
été supprimés. Ces virus infectent les cellules de mammiferes et y intégrent leurs
génomes.
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Les principaux inconvénients de ces systeémes sont leur coilit élevé, une fragilité¢ des
cellules, une capacité de production limitée (10 mg par litre), une possible protéolyse des
produits d’expression. Ces systémes sont donc destinés a la production de protéines a
usage thérapeutique et a haute valeur ajoutée, comme 1’activateur tissulaire du
plasminogene (Pennica et al., 1983).

Une alternative aux problémes rencontrés dans la surexpression des protéines
recombinantes dans la levure ou les cellules animales est 1’utilisation de la transgénése
animale ou végétale.

4) Transgéneése

(a) La transgénése animale

Cette technique est devenue quasiment routiniére en recherche fondamentale dans la
mesure ou elle permet d’aborder la fonction des génes. En transgénése animale, 90% des
animaux transgéniques sont des souris. Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour
insérer le géne d’intérét. La premiére consiste & microinjecter le géne dans les pronuclei
d’embryons. Ceci est applicable a toutes les espéces animales, mais les colts sont élevés
(Hammer et al., 1985). La seconde consiste a obtenir des embryons in vitro a partir
d’ovaires collectés dans des abattoirs, ce qui nécessite que la maturation des ovocytes, la
fécondation, le transfert de geénes et le développement des embryons jusqu’au stade
blastocyste soient effectués in vitro (Krimpenfort et al., 1991). Pour les souris, une
troisiéme méthode a été mise en place basée sur la recombinaison homologue dans les
cellules souches embryonnaires totipotentes (cellules ES) et donc I’intégration du géne
d’intérét. Des vecteurs rétroviraux peuvent étre utilisés pour introduire le géne d’intérét
dans des cellules embryonnaires de souris.

Il convient de choisir I’animal en fonction de la quantité de protéines a produire (de
quelques centaines de milligrammes par an par souris a une tonne par an pour une vache).
Dans tous les cas, les colits engendrés par ce type de production, le probléme de la
reproduction (temps, perte du géne d’intérét par recombinaison génétique) et les
contraintes liées a la manipulation des animaux génétiquement modifiés, limitent
I’utilisation de ces systémes a des protéines de haute valeur ajoutée.

(b) La transgénése végétale
Les plantes posseédent un fort potentiel pour la production de protéines d’intérét
pharmaceutique. En effet, la culture de plantes est bon marché et une immense quantité
de protéines peut étre obtenue a partir d’un seul champ. De plus, la reproduction du
matériel génétiquement modifié est plus rapide que pour les animaux, et le géne d’intérét
est préserve.
Du fait de la paroi cellulosique de la cellule végétale, I’introduction d’un gene dans le
génome n’est pas évidente, plusieurs techniques existent :
* par des vecteurs bactériens ou viraux spécifiques des végétaux qui permettent
d'introduire la construction génétique dans les cellules hotes (Hayes et al., 1988),
* par un "canon a geénes" qui permet d'injecter, dans les cellules hotes
embryonnaires, la construction génétique préalablement déposée sur des
microbilles d’or ou de tungsténe (Klein et al., 1989),
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* par électroporation de protoplastes (cellules végétales ne contenant plus qu’une
membrane plasmique, la paroi cellulosique ayant été éliminée par des cellulases)
(Shimamoto et al., 1989).

Apres intégration du gene d’intérét, les cellules végétales se multiplient sous forme de cals
(amas indifférencié de cellules), puis regénerent des jeunes pousses. Ces jeunes plantes
sont stabilisées par rétrocroisement sexué (backcross) puis cultivées dans des serres ou
champs de production. Une grande variété de protéines a ét¢ produite dans des végétaux
tels que le tabac, le mais, le riz, la pomme de terre (Morassutti et al., 2002 ; Sawahel,
2002 ; Sijmons et al., 1990). Cependant, il reste a améliorer les niveaux d’expression,
d’extraction et de purification des protéines. A terme, les plantes pourraient représenter le
moyen de production de protéines recombinantes le moins coliteux pour 1’industrie.

La réalisation de riz transgénique exprimant PA1b est actuellement en cours au CIRAD de
Montpellier (thése de J. Petit, groupe de J.C. Breitler et E. Guiderdoni). L'objectif
principal de cette expression hétérologue est d'estimer 1'intérét de PA1b pour la protection
des céréales vis-a-vis des charangons des céréales, et non pas de produire et purifier le
peptide ou d'éventuels variants. Ce travail constituera cependant le systéme de validation

d’activité le plus proche de ’expression native'’.

B. Systémes procaryotes

Malgré le fort développement des systémes eucaryotes ces dernieres années, les systemes
d’expression les plus utilisés sont d’origine procaryote. Parmi les différentes bactéries
disponibles, I’entérobactérie Escherichia coli est 1’hote le plus employé pour la production
de protéines hétérologues aussi bien en recherche qu’en production industrielle. Sa
génétique est trées bien connue et il s'agit dun trés bon producteur de protéines
recombinantes, poussant rapidement et a haute densit¢ (Baneyx, 1999). Les taux
d’expression obtenus peuvent aller jusqu’a plusieurs grammes par litre. De nombreux
vecteurs d’expression et souches mutantes ont été développés. E. coli est donc facile
d’utilisation et constitue un systéme de production peu onéreux, pour des rendements
importants. Les génes d’intérét peuvent €tre exprimés dans différents compartiments
cellulaires cytoplasmiques (sous forme soluble ou précipitée) ou extra-cytoplasmiques
(périplasme ou milieu de culture). Cependant, E. coli présente de nombreux inconvénients
qui seront développés dans les pages suivantes.

Un autre hote couramment utilisé est la bactérie Bacillus subtilis. Elle posséde une
capacité de sécrétion supérieure a E. coli. Cependant sa génétique est moins bien connue
et le niveau de production de protéines est inférieur a E. coli. Cet hote cellulaire ne sera
pas détaillé dans cette partie bibliographique.

1) Stratégie générale pour I'expression d’un gene chez E. coli

L’approche classique pour la surexpression d’un géne dans la bactérie E. coli commence
par I’insertion du geéne dans un vecteur d’expression contenant des caractéristiques
particulieéres. La seconde étape est la transformation d’une cellule hote par le vecteur.
L’expression est alors effectuée en détournant une partie de 1’énergie de la cellule hote

"7 Expression dans la graine de plusieurs constructions comprenant différents segments de la préproprotéine
PAL1.
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vers la production de la protéine hétérologue. La notion de surexpression est relative. En
effet la protéine la plus abondante naturellement chez E. coli représente environ 5% des
protéines totales. L’objectif de surexpression pourra étre considéré comme atteint a partir
de 5% des protéines totales. Pour atteindre cet objectif, il faudra prendre en compte les
trois partenaires : le geéne, le vecteur et la souche (Masson, 1993).

(a) le géne
La nature d’un gene hétérologue n’est pas sans impact sur le taux d’expression dans E .
coli. Les genes d’origine eucaryote ne sont pas toujours surexprimés efficacement dans ce
microorganisme. Ces problémes peuvent étre di aux caractéristiques structurales et
uniques de la séquence du gene, a la stabilité et a ’efficacité traductionnelle des ARNm, a
la présence de protéases, a la toxicité de la protéine d’intérét pour I’entérobactérie E. coli
(Makrides, 1996). Mais la contrainte la plus fréquente est un usage des codons différents
entre E. coli et ’organisme d’ou provient le géne, qui va jouer a la fois sur la qualité et la
quantité de protéines surexprimées (Gouy and Gautier, 1982 ; Ikemura, 1985). Chez E.
coli, les codons rares ont été¢ définis comme étant utilisés moins de 10% du temps (Kane et
al., 1992). L’utilisation de ces codons rares peut affecter drastiquement les rendements
protéiques (Makoff et al., 1989). Ceci est la conséquence de stocks limitants en ARNt
spécifiques de ces codons (Hannig and Makrides, 1998 ; Pedersen, 1984). Il n’est donc pas
surprenant que 1’utilisation de tels codons provoquent des retards dans les mouvements
des ribosomes et des pauses traductionnelles (Bonekamp et al., 1985). A cause de ces
problémes, les codons rares peuvent générer des changements de cadre de lecture
(frameshift) et conduire a la production de protéines aberrantes, ou encore conduire a des
sauts traductionnels provoquant une hétérogénéité de protéines surexprimées (Kane et al.,
1992). Une solution pour améliorer les niveaux de production hétérologue est le
remplacement des codons rares par les codons les plus en usage chez E. coli (Buell et al.,
1985 ; Hernan et al., 1992 ; Makrides, 1996) ou bien la co-expression des ARNt
spécifiques de ces codons rares (Brinkmann et al., 1989).

La construction de geénes synthétiques constitue une autre solution. Lors de 1’étape de
conception, différents parameétres devront étre pris en compte :

* lerespect de la structure primaire de la protéine a exprimer,
e [’utilisation des codons les plus en usage chez E. coli et ce dans I’optique d’obtenir
des rendements de surexpression satisfaisants (Gouy and Gautier, 1982),

* des sites uniques pour des endonucléases de restriction pourront étre insérés le
long de la séquence du gene. Ils permettront une dérive génétique ultérieure.
Généralement, le géne est construit par assemblage de différents fragments d’ADN double
brins les uns a la suite des autres dans un vecteur de construction. Des oligonucléotides
correspondant a chaque brin d’ADN du fragment sont synthétisés par voie chimique puis
assemblés par complémentarité. Chaque fragment pourra étre inséré de manicre
unidirectionnelle grace a I'utilisation de sites de restriction compatibles (Howell and
Blumenthal, 1989 ; Martin et al., 1995 ; Philips et al., 1989 ; Samal et al., 1995), et parfois
non regénérables (Elmorjani et al., 1997 ; Kempe et al., 1985 ). Une autre méthode qui est
¢galement utilisée pour la construction de génes synthétiques est I’amplification par PCR
(Prodromou and Pearl, 1992). Cette technique permet de polymériser des séquences en
utilisant la technique de chevauchements multiples. Cependant, la PCR présente un
énorme désavantage. En effet, les polymérases utilisées, mémes celles considérées comme

les plus fideles, peuvent réaliser des erreurs de polymérisation.
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Apres avoir été synthétisé, le géne est vérifié par un séquencage (Sanger et al., 1977), puis
inséré dans des vecteurs d’expression.

(b) le vecteur d’expression

Le choix du vecteur d’expression est un élément important pour la synthése protéique. Ces
vecteurs comportent différents éléments génétiques qui vont gouverner la transcription et
la traduction (Figure 73).

Site de fixation

_ i
des ribosomes \
promoteur
Marqueur de origine de
sélection réplication

Figure 73 : Représentation schématique d’un vecteur d’expression.

Le marqueur de sélection assure le maintien du plasmide dans la souche. Le plus souvent,
il s’agit d’un gene de résistance a un antibiotique. Les marqueurs les plus utilisés sont le
gene bla ou Ap (il code pour la B-lactamase et confére une résistance a 1’ampicilline), le
gene cat (il code pour la chloramphénicolacétyltransférase et confére une résistance au
chloramphénicol) et le géne tef (il code pour une protéine membranaire et confére une
résistance a la tétracycline).

L'origine de réplication, souvent dérivée de ColE1, est un élément essentiel. Elle permet
au vecteur de se répliquer de facon autonome par rapport au chromosome bactérien et elle
fixe le nombre de copies du plasmide par cellule. Celui-ci varie en fonction du taux de
croissance de la cellule hote. Mais généralement, on considére que I’on a entre 10 et 50
plasmides par cellule. La présence de plasmides multi-copies, donc de multiples copies du
geéne, doit permettre d’augmenter la production d’ARNm et donc de protéines
surexprimées. Ceci est vrai s'il n'y a pas d’autres éléments limitants (Masson, 1993).

Le site de clonage multiple (MCS) ou polylinker permet le clonage du geéne étranger. Le
geéne qui y sera inséré sera sous le contréle du promoteur de la transcription, situé en
amont (Hannig and Makrides, 1998 ; Masson, 1993).

La cassette d’expression contient le promoteur, le site de fixation des ribosomes (RBS) et
terminateur de la traduction (Figure 74). L'initiation de la traduction nécessite la présence
d’une séquence de fixation du ribosome (RBS ou Shine-Dalgarno), de I’ARNt initiateur,
du ribosome et de facteurs d’initiation. Le RBS est une séquence nucléotidique
complémentaire de I’extrémité 3° de I’ARN 16S du ribosome, localisée dans la partie non
codante de ’ARNm, 5 a 13 nucléotides en amont de I’ATG initiateur de la traduction
(Makrides, 1996 ; Shine and Dalgarno, 1974 ; Steiz and Jakes, 1975).

Le promoteur va diriger la transcription en fixant I’ARN polymérase. De la séquence du
promoteur va dépendre la force de celui-ci, c’est a dire la fréquence a laquelle la

156



Expression hétérologue

transcription est initiée a partir de ce promoteur (Masson, 1993). Il existe une grande
variété de promoteurs disponibles d’origine bactérienne ou phagique. Le promoteur idéal
pour la production de protéines recombinantes est celui qui permet une transcription
efficace et donc permet d’obtenir des rendements en protéines surexprimées corrects. Il
doit aussi étre finement régulé pour minimiser les surcharges métaboliques et les effets
toxiques liés a une expression résiduelle (Weickert et al., 1996).

Figure 74 : Représentation schématique d’'une cassette d’expression.

Pour I’expression de protéines hétérologues, des promoteurs inductibles sont utilisés. Ce
sont des promoteurs forts, activables par un métabolite ou par modification des conditions
de croissance. Ce processus permet de dissocier la phase de production de biomasse et
celle de production de la protéine d’intérét, et donc permet d’éviter que la surexpression
du gene ait un effet dramatique sur la croissance cellulaire (Weickert et al., 1996). Apres
une premiere phase de croissance cellulaire, sans production de la protéine hétérologue,
I’ajout d’inducteur au milieu déclenchera la production de cette dernicre, généralement
aux dépends de la croissance cellulaire (Hannig and Makrides, 1998 ; Masson, 1993). Ces
genes régulés sont sous le controle d’un répresseur protéique qui se fixe sur une séquence
opérateur située en aval du promoteur, et empéche le passage de I’ARN polymérase. Ce
répresseur peut étre synthétisé par le génome de la souche. Aprés ajout de 1’inducteur,
celui-ci se fixe au répresseur et empéche son interaction avec 1’opérateur permettant la
transcription. Par exemple, le promoteur p/ac est contr6lé par le répresseur lac (produit du
gene /acl) qui se fixe sur ’opérateur. L’induction du promoteur plac est déclenchée par
ajout d’IPTG (isopropyl B-D thiogalactopyranoside), un analogue du lactose qui se fixe au
répresseur lac et inhibe sa fixation a 1’opérateur.

Cependant, il existe un probléme majeur dans ce type de régulation. En condition non
inductrice, une fuite transcriptionnelle a été observée pouvant entrainer des effets néfastes
sur la physiologie de la cellule (Baneyx, 1999 ; Weickert et al., 1996). Elle est due au fait
que le répresseur est synthétisé en petite quantité alors que la séquence opératrice située
sur le plasmide est présente en plusieurs dizaines de copies par cellule. Pour palier a ce
probléme, une solution est de cloner sur le vecteur d’expression le géne codant pour le
répresseur.

Actuellement, le promoteur du phage T7 est le plus couramment utilisé, et notamment le
systeme pET développé par Studier (Studier and Moffatt, 1986 ; Studier et al., 1990). Ce
systéme a ¢été choisi pour la surexpression de rPAlb. Il sera détaillé dans la partie
Résultats (II1.A.2)(a)).

Des facteurs génétiques supplémentaires pourront étre insérés dans les vecteurs en
fonction du type d’expression hétérologue recherché : expression cytoplasmique,
périplasmique ou extra-cellulaire. Le choix du vecteur s’effectuera aussi en fonction de
I’hote de surexpression choisi.
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(c) la souche

Selon le type de souche utilisée, les rendements en protéines surexprimées seront tres

variables. Les raisons de ces variations ne sont pas trés bien identifiées. Toutefois, la

stabilité des plasmides et la dégradation protéique semblent étre deux facteurs
responsables de ces modifications.

* Dans certains cas, les souches portant des quantités importantes de vecteurs peuvent
étre instables. La présence de plasmides dans la cellule nécessite une charge
métabolique importante, la cellule aura alors tendance a se développer seule en
ségréguant les plasmides (Balbas and Bolivar, 1990).

* De nombreux problémes de protéolyse ont été mis en évidence lors de la surexpression
de protéines hétérologues. Pour tenter de les résoudre, quelques souches mutantes
dépourvues en protéases ont été développées. La principale protéase cytoplasmique est
codée par le géne lon et semble étre responsable de la dégradation des protéines
naturellement instables ou anormales (Gottesman, 1990). Un autre groupe de protéases
important est celui qui induit une réponse a un choc thermique ou un stress. Les
souches dépourvues en facteur o°2, facteur qui controle la transcription des génes de
choc thermique, ont une faible capacité protéolytique (Baker et al., 1984 ; Gottesman,
1990 ; Murby et al., 1996). 1l existe aussi des souches dépourvues en protéase ompT.
Cette protéase située sur la membrane externe de la souche E. coli serait responsable
de la dégradation des protéines dans les extraits cellulaires (Grodberg and Dunn,
1988). Cependant, toutes les protéases d’E. coli ne sont pas identifiées et des
problémes protéolytiques peuvent donc toujours exister. Une alternative a la
dégradation protéolytique est d’exprimer les protéines d’intérét en fusion
traductionnelle N- ou C-terminale avec une protéine naturelle d’E. coli, de les sécréter
dans le périplasme ou encore de les faire précipiter en corps d’inclusion (Murby et al.,
1996).

Un autre élément qui gouvernera le choix de la souche est la nécessité pour certaines
protéines d’avoir des ponts disulfures pour étre biologiquement actives. Le cytoplasme
d’E. coli est réducteur. En absence de formation de ponts disulfures, ces protéines vont
s’agréger et précipiter dans les corps d’inclusion. Une solution est d’exporter les protéines
recombinantes dans le périplasme ou les ponts disulfures pourront se former. Récemment,
des souches d’E. coli ont été génétiquement modifiées au niveau du géne de la
thiorédoxine réductase (trx) et/ou de la gluthatione réductase (gor) afin de permettre la
formation de ponts disulfures dans le cytoplasme de la bactérie (Aslund and Beckwith,
1999 ; Derman et al., 1993 ; Lauber et al., 2001 ; Prinz et al., 1997 ; Verheyden et al.,
2000). Des études récentes ont montré que les souches Origami, ayant la double mutation,
avaient un potentiel supérieur pour la formation des ponts disulfures par rapport aux
souches AD494 seulement modifiées au niveau du geéne #rx (Prinz et al., 1997).

Dans I’optique de maximiser les rendements d’expression et en se basant sur les
considérations développées ci-dessus, il sera nécessaire d’utiliser des souches adaptées au
systéme d’expression choisi. Pour certains vecteurs, le choix de la souche va s’imposer du
fait du génotype trés particulier nécessaire a la régulation du systéme d’expression. Par
exemple, pour les vecteurs d’expression de type pET, choisis pour notre étude, il sera
nécessaire d’utiliser une souche d’E. coli lysogéne du bactériophage DE3, c’est a dire
portant les éléments nécessaire a la transcription du promoteur T7 (Studier and Moffatt,
1986) (voir II1.A.2)(a)).
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2) Expression dans les différents compartiments cellulaires

Escherichia coli est une bactérie gram négative. Son enveloppe cellulaire est composée de
deux membranes concentriques : les membranes interne et externe séparées par un gel
aqueux : le périplasme (Figure 75). La surexpression de protéines recombinantes pourra
s’effectuer dans différents compartiments cellulaires : cytoplasme, périplasme ou sécrétion
dans le milieu de culture. Depuis quelques années, 1’expression sous forme de protéines de
fusion s’est largement développée. Le choix du compartiment d’expression s’effectuera en
fonction des attentes (nécessité de modifications post-traductionnelles, repliement correct
de la protéine d’intérét...).
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Figure 75 : Représentation schématique des membranes d’Escherichia coli.
(Extrait de Prescott et al., 1995).

(a) Expression cytoplasmique dans les corps d’inclusion.

La surexpression de protéines recombinantes d’origine eucaryote dans le cytoplasme d’ E.
coli est souvent accompagnée d’un mauvais repliement de celles-ci, ce qui conduit a leur
agrégation et a la formation de corps d’inclusion. Ce sont des particules denses de
protéines agrégées, dont le diameétre est d’environ 1 um (Figure 76). Ces corps d’inclusion
peuvent contenir de 5 a 40 % des protéines cellulaires totales, mais contiennent en grande
partie les protéines surexprimées. Il a été constaté que ces protéines hétérologues avaient
malgré tout des structures secondaires partielles (Oberg et al., 1994).

Le mécanisme de formation des corps d’inclusion reste mal connu. Cependant, la nature
des protéines exprimées (charge, hydrophobicité, fraction en proline, présence de
cystéines) et le niveau d’expression sont des facteurs qui influencent la formation des
corps d’inclusion (Mukhopadhyay, 1997). Un taux d’expression élevé ne laisse pas
suffisamment de temps au polypeptide naissant pour pouvoir se replier sous une forme
native. Ceci combiné avec une forte concentration en protéines hétérologues dans le
cytoplasme provoque des agrégations non spécifiques et donc la précipitation des
protéines.
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Figure 76 : Corps d'inclusion dans des cellules d’E. coli visualisés au microscope électronique.

Différentes approches expérimentales ont été effectuées pour minimiser la formation de
ces corps protéiques et améliorer le repliement des protéines :

* Diminution de la température d’expression a 20-25°C. Le taux de synthése est plus
lent, ce qui laisse plus de temps au polypeptide pour se replier (Schein, 1989),

e Utilisation de souches différentes,

* Expression sous forme de protéines de fusion pour augmenter la solubilité des
protéines d’intérét (partie détaillée ultérieurement dans ce chapitre),

* Addition de sucres non métabolisables dans le milieu de culture (Bowden and
Georgiou, 1990),

* Co-expression de molécules chaperones. Ces protéines empéchent I’agrégation des
polypeptides dans le cytoplasme en aidant au transport et au repliement des
protéines. L’agrégation intervient quand les protéines surexprimées ne sont pas
capables de se fixer aux chaperones parce que celles-ci sont en quantités
insuffisantes (Lee and Olins, 1992). La co-expression des molécules chaperones
avec les protéines hétérologues peut résoudre ces problémes.

Ces parametres devront étre adaptés pour chaque type de protéine surexprimée, puisque la
formation des corps d’inclusion dépend entre autre de la nature de la protéine. Cependant
ces parametres ne sont pas applicables dans le cas des protéines a ponts disulfures. En
effet, le cytoplasme de la bactérie est un environnement réducteur. Les protéines
nécessitant la formation de ponts disulfures pour étre actives ne peuvent les former et
précipitent. Des cellules souches mutantes, permettant la formation de ces ponts dans le
cytoplasme d’E. coli ont été isolées (Derman et al., 1993 ; Prinz et al., 1997). Ces
mutations inactivent soit le géne de la thiorédoxine réductase, soit le géne de la
gluthatione réductase. Les deux thiorédoxines cytoplasmiques sont alors présentes sous
une forme oxydée et catalysent la formation des ponts disulfures (Bessette et al., 1999).
Ces souches doivent ainsi permettre théoriquement d’obtenir des protéines solubles et
correctement repliées.

Malgré tout, les corps d’inclusion présentent quelques avantages. Du fait de la forte
concentration en protéines et de leurs formes agrégées, les corps d’inclusion peuvent
facilement étre isolés des autres protéines cellulaires (Makrides, 1996). De plus, les
protéines ainsi précipitées sont protégées de 1’action des protéases cytoplasmiques. Et
enfin, cette méthode permet la surexpression de protéines, toxiques sous leur conformation
native pour la cellule hote (De Bernadez Clark, 1998), c’est le cas de nombreuses toxines
(Howell and Blumenthal, 1989 ; Turkov et al., 1997).

Puisque les corps d’inclusion contiennent de 5-40 % des protéines totales, dont en
moyenne 50 % de protéines surexprimées, il est intéressant de les purifier et de les rendre
biologiquement actives. La stratégie nécessite trois étapes majeures pour I’obtention de
protéines biologiquement actives : I’isolement et la solubilisation des corps d’inclusion, la
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purification et la renaturation des protéines dans une forme active, et la séparation des
protéines bien repliées de celles mal repliées (Kohno et al., 1991). Dans le cas de PA1b,
dont la structure est complexe, 1'étape de renaturation apparait critique et nous n'avons
donc pas considéré les corps d'inclusions, mais les protéines solubles dans le cytoplasme.

(b) Expression périplasmique

Le périplasme offre de nombreux avantages pour I’expression de protéines recombinantes.
Premicrement, il posséde un environnement beaucoup plus oxydant que le cytoplasme. Il
est donc particuliérement intéressant pour le repliement correct de nombreuses protéines
d’origine eucaryote. En effet, le périplasme contient les enzymes catalysant la formation et
le réarrangement des ponts disulfures (Aslund and Beckwith, 1999). Deuxi¢émement, ce
compartiment ne contient que 4 % des protéines totales, soit environ une centaine de
protéines. La protéine surexprimée sera donc concentrée et sa purification facilitée. Enfin,
le périplasme contient beaucoup moins de protéases que le cytoplasme, les protéines
seront donc moins exposées a la dégradation protéolytique (Gottesman, 1990).

Les polypeptides destinés a 1I’espace périplasmique doivent traverser la membrane interne
d’E. coli. Une séquence signal située en N-terminal de la protéine hétérologue est
nécessaire pour la translocation a travers la membrane interne. La plupart des séquences
signal proviennent de protéines naturellement transférées dans I’espace périplasmique,
comme OmpA (Ghrayeb et al., 1984), ou la protéine A (Hogset et al., 1990). Le peptide
signal a pour but de diriger la protéine et de ralentir son repliement. La protéine
chaperonne cytoplasmique SecB interagit et stabilise les protéines destinées a la sécrétion
périplasmique, protéines qui doivent étre solubles et partiellement repliées pour une
translocation efficace (Derman et al., 1993). La suite du processus est ATP-dépendant et
fait intervenir différentes chaperonnes membranaires. Les séquences signal sont alors
clivées de la protéine d’intérét par des peptidases liées a la membrane interne. De plus, la
méthionine initiatrice de la traduction est généralement clivée en méme temps. Ceci
permet d’obtenir une extrémité N-terminale identique a celle de la protéine d’intérét native
(Makrides, 1996). Le repliement oxydatif du polypeptide peut ensuite s’effectuer dans le
périplasme. Il est catalysé par la protéine DsbA qui est équivalente a la protéine disulfide
isomérase (PDI) des systémes eucaryotes (Baneyx, 1999 ; Mukhopadhyay, 1997) et DsbC
qui permet aussi I’isomérisation des ponts disulfures (Cornelis, 2000 ; Lilie et al., 1998).
Cependant dans certains cas, les protéines recombinantes ne sont pas exportées dans le
périplasme malgré la présence d’une séquence signal. Ces protéines s’accumulent alors au
niveau de la membrane interne et précipitent sous forme de corps d’inclusion ou sont
rapidement dégradées par des protéases cytoplasmiques (Baneyx, 1999). Pour tenter
d’améliorer cette translocation, différentes solutions peuvent étre envisagées. Des
composants, intervenant dans le transport et le processus, peuvent étre co-exprimés avec la
protéine hétérologue (Qiu et al., 1998). Un autre inconvénient possible de la sécrétion
périplasmique est le mauvais repliement des protéines d’intérét et donc la formation de
corps d’inclusion ou la dégradation de celles-ci, dans le périplasme. Des stratégies
possibles pour résoudre ces problémes sont la co-expression de chaperonnes moléculaires,
de protéines disulfides isomérases ou encore une modification des conditions de culture a
plus faible température (Bowden and Georgiou, 1990 ; Makrides, 1996).

Certaines protéines transférées dans I’espace périplasmique peuvent ensuite étre sécrétées
dans le milieu de culture par une perméabilisation délibérée de la membrane externe.
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(c) Sécrétion extra-cellulaire

E. coli est une bactérie qui sécrete naturellement peu de protéines. Cependant la sécrétion
présente de nombreux avantages. Premierement, de nombreuses protéines sont soumises a
la dégradation protéolytique dans le cytoplasme. La sécrétion va permettre de résoudre ce
probléme en séparant physiquement les protéines hétérologues et les protéases.
Deuxiémement, la méthionine initiatrice de la traduction, qui peut étre a I’origine d’une
baisse de l’activité biologique, est clivée durant le processus protéolytique qui
accompagne la translocation de la protéine a travers la membrane interne. Troisiémement,
’activité biologique dépend du repliement correct de la protéine. Certaines protéines se
replient mal dans le cytoplasme réducteur. La sécrétion de protéines dans le périplasme
puis dans le milieu de culture permet d’obtenir un environnement plus favorable pour le
repliement des protéines, notamment dans le cas des protéines a ponts disulfures (Better et
al., 1988). Enfin, la purification des protéines surexprimées est facilitée car peu de
protéines sécrétées sont présentes dans le milieu de culture (Makrides, 1996 ; Stader and
Silhavy, 1990).

Cependant, il existe quelques problémes majeurs pour la sécrétion de protéines. La
translocation a travers la membrane interne peut étre inefficace ou incompléte. Il se peut
aussi que la machinerie de sécrétion soit énergétiquement insuffisante. Tous ces
problémes vont diminuer les rendements en protéines surexprimées. D’autres facteurs, tels
qu’un repliement anormal ou des modifications post-traductionnelles incomplétes, peuvent
aussi diminuer l’activité biologique des protéines hétérologues. Généralement, les
protéines de petites tailles (hormones, facteurs de croissance) sont sécrétées plus
efficacement que les protéines plus complexes (Makrides, 1996).

(d) Expression sous forme de protéines de fusion

Depuis quelques années, des stratégies d’expression en fusion traductionnelle des genes
d’intérét avec un partenaire se développent. Ces systemes permettent d’augmenter les
rendements d’expression et limitent la formation de corps d’inclusion, maintenant leur
partenaire soluble dans le cytoplasme. Les partenaires de fusion contiennent les
déterminants qui faciliteront la purification, et pourront étre facilement clivés de la
protéine d’intérét par des méthodes chimiques ou enzymatiques.

Actuellement quatre systémes sont principalement utilisés : la protéine A de
Staphylococcus aureus (SPA) (Nilsson and Abrahmsen, 1990), la glutathion-S-transférase
de Schistosoma japonicum (GST) (Smith and Johnson, 1988), la Maltose Binding Protein
d’E. coli (MBP) (Di Guan et al., 1988) et la thiorédoxine de E. coli (TRX) (LaVallie et al.,
1993). Ces systémes ont permis la production de protéines recombinantes solubles dans le
cytoplasme de la bactérie et correctement repliées. De plus, les niveaux de production ont
pu étre augmentés. La stabilit¢ et la solubilité des partenaires, ainsi que leurs
caractéristiques de repliement, leur permettent d’agir comme des chaperonnes
moléculaires covalemment liées a la protéine d’intérét. Elles donnent une opportunité
supplémentaire au polypeptide naissant de se replier plutot que de s’agréger. Pour assurer
une bonne initiation de la traduction, les partenaires sont généralement placés en 5’ du
geéne d’intérét (LaVallie and McCoy, 1995). De nombreux autres systémes de protéines
fusion existent. Certains d’entre eux vont permettre 1’exportation des protéines
hétérologues dans le périplasme ou le milieu de culture (cf. [.B.2)(b) et 1.B.2)(c)).

Les bons partenaires de fusion posseédent des propriétés qui vont étre exploitées pour
faciliter la purification. Les protéines porteuses vont servir de « Tag ». Par exemple, les
protéines de fusion MBP pourront se fixer sur des résines d’amylose et étre éluées avec du
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maltose (Di Guan et al., 1988). Chacun des partenaires pourra étre purifié par
chromatographie d’affinité sur des résines qui leur sont spécifiques. Si les partenaires ne
possédent pas de propriétés favorisant la purification, des étiquettes pourront étre ajoutées.
Généralement, ce sont des étiquettes polyhistidines (Hisg) (Crowe et al., 1994) ou FLAG
(AspTyrLysAspsLys) (Hopp et al., 1988) qui sont utilisées. Elles sont placées en N-, C-
terminal ou entre les deux partenaires de la fusion et permettront une purification par
chromatographie d’affinité sur une colonne de métal chélaté (nickel ou cobalt).

Les clivages entre les partenaires de la fusion vont s’effectuer soit par des méthodes
chimiques, soit enzymatiques. Pour ce faire, un site de reconnaissance doit étre introduit
entre les deux protéines. Les principales coupures chimiques et enzymatiques sont
résumées dans le Tableau 9. Les méthodes chimiques ne sont pas trés spécifiques. Il est
fréquent que les protéines d’intérét contiennent des méthionines ou les dipeptides Asp-Pro
et Asn-Gly. Il est alors nécessaire d’effectuer un clivage avec des protéases qui
reconnaitront spécifiquement une séquence. Ces enzymes clivent généralement a
I’extrémité C-terminale du site de reconnaissance et il n’y a donc pas d’acide aminé
supplémentaire en N-terminal de la protéine d’intérét. Les protéases sont beaucoup plus
sensibles que les agents chimiques a 1I’encombrement stérique. Le site de clivage devra
donc étre construit de maniere a étre accessible aux enzymes.

Apres coupure, une étape de purification par chromatographie d’affinité permettra de
séparer les deux partenaires. La protéine d’intérét ne sera pas fixée sur la colonne, tandis
que la protéine partenaire le sera par I’intermédiaire de son « tag ».

Tableau 9 : Enzymes et agents chimiques utilisés pour le clivage des protéines de fusion

Méthode de clivage Séquence de reconnaissance Référence
Chimique
Bromure de cyanogene -Met- (Kuliopulos and Walsh, 1994)
Clivage acide -Asp-Pro- (Szoka et al., 1986)
Clivage a I’hydroxylamine -Asn-Gly- (Antorini et al., 2000)
Enzymatique
Collagénase -Pro-Val-Gly-Pro- (Germino and Bastia, 1984)
Entérokinase -Asp-Asp-Asp-Lys- (LaVallie et al., 1993)
Facteur Xa -Ile-Glu-Gly-Arg- (Zak and Aisen, 2002)
Thrombine -Gly-Pro-Arg- (Ahmad et al., 1999)
Trypsine -Arg- (Varadarajan et al., 1985)

En conclusion, pour exprimer PA1b :

* Les levures, a priori adaptées aux peptides a ponts disulfures, ont été rejetées au vu
des essais préliminaires infructueux.

* Les cellules d'insectes n'ont pas été envisagées pour cause de toxicité de PA1b.

* Les cellules de mammiféres n'ont pas été retenues essentiellement par la lourdeur de
leur manipulation et I'absence de cultures dans 1'unit¢ URPVI (Nantes).

* La transgénése animale comme végétale n'a pas été envisagée, entre autres raisons,
pour I'absence de structure adaptée dans I'unité.

* E. coli a été choisie pour sa simplicité de manipulation et le fait qu'elle soit a priori
adaptable a la production de peptides soufrés. Les systémes bactériens sont, de plus,
couramment employés dans I'unité URPVI.
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1I. Matériel et méthodes

Certaines techniques employées dans cette partie ont déja été présentées dans les parties
précédentes et ne seront par conséquent détaillées que si les protocoles utilisés different.

A. Construction génétique et expression

1) Souches et plasmides

Les souches et les plasmides utilisés dans cette partie, sont répertoriés dans le tableau
suivant :

Tableau 10 : Caractéristiques des souches et plasmides utilisés.

Souches Génotype Utilisation

E. coli JM109 El4"(mcrA™) endA1 gyrA96 thi-1 Construction des genes

HsdR17(r,-m+ )supE44 relAl A (lac-proAB)

Source : Stratagene F'[traD36 proAB lac 1 '7ZAMI15 |

E. coli Aara leu7697 AlacX74 AphoAPvull phoR Expression

. . araD139 galE galK rspL F'[lac”(lacl?)pro] L.
Origami(DE3)pLysS g0r522 ::Tnl0 (Tc®) trxB::kan (DE3) pLysS hétérologue
Source : Novagen Cm"*

Plasmides Caractéristiques Utilisation
pPR1 Résistance a I’ampicilline Construction des genes
Source : collection du PBluescript modifié : perte du
laboratoire site EcoRV, ajout d'un site Ncol,

Stul et SnaBl.
pET-DP = pET-32b avec modification du  Expression hétérologue
source : collection du site enterokinase (DDDDK) en
laboratoire site DP
pET-32b Résistance a I’ampicilline Expression hétérologue
Source : Novagen Promoteur T7

Fusion avec la thiorédoxine et

une étiquette d’histidines
2) Milieux de culture

Les cultures en routine d’E. coli, en erlen, ont été réalisées en milieu riche Luria Bertani
liquide (tryptone 10 g/L, extraits de levure 5 g/L et NaCl 10 g/L, pH 7) ou solidifié par
I’agar (15 g/L). Le milieu Terrific Broth (TB) liquide (tryptone 12 g/L, extraits de levure
24 g/L, KH,PO4 2,2 g/L, KoHPO4 9,4 g/L, glycérol 4 mL, pH 7) qui est un milieu plus
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riche permettant la croissance cellulaire a plus hautes densités, a été utilisé lors des
expériences d’expression en fermenteur.

Des antibiotiques ont été ajoutés aux différents milieux afin de sélectionner les clones
résistants : ampicilline (50 wg/mL), kanamycine (15 pug/mL) et chloramphénicol
(30 ug/mL) (Sigma).

3) Extraction d’ADN plasmidique

(a) Extraction a partir d’une culture d’E. coli

La technique de purification d’ADN plasmidique est basée sur la technique dite de lyse
alcaline qui joue sur la renaturation différentielle de ’ADN chromosomique et des
plasmides (Birnboim and Doly, 1979). Nous avons utilisé le kit « QIAprep Spin Miniprep
Kit » (Qiagen) selon les recommandations du fournisseur.

(b) Extraction a partir d’un gel d’agarose

Cette méthode permet d’extraire et de purifier des fragments d’ADN, préalablement
séparés par €lectrophorese sur gel d’agarose, grace au kit « QIAquick gel extraction kit »
utilisé selon les recommandations du fournisseur (Qiagen).

4) digestions et ligations d’ADN double brin

Les digestions d’ADN ont ¢été effectuées par des endonucléases selon les
recommandations des fournisseurs (Boeringher Manheim, Biolabs, Amersham).

Les ligations d’ADN ont été effectuées avec ’enzyme T4 DNA ligase (Biolabs), en
utilisant le tampon recommandé par le fournisseur, pendant une nuit a 16°C.

La stratégie de construction du geéne synthétique développée par K. Elmorjani est détaillée
dans la partie Résultats. Les séquences des deux oligonucléotides utilisés sont soulignées
au niveau des sites de restriction insérés ( , Kpnl, Mstl, EcoRV, HinDIII), les codons
de PA1b sont représentés en majuscule.

Insert 1 :

atg CTTCTTGCAACGGTGTTTGCTCTCCGTTCGAAATGCCGCCGTGCGG
TACCTCTGCTTGCCGTTGCgcaaagcttatg

Insert 2 :
atggatATCCCGGTTGGTCTGGTTATCGGTTACTGCCGTAACCCGTCTGGTTAAgct
tatg

5) Transformation d’E. coli par un plasmide

Les transformations génétiques d’E. coli ont été effectuées avec des cellules rendues
compétentes selon la méthode du « TSS » (Transformation and Storage Solution)
légérement modifiée (Seidman, 1997). Les bactéries cultivées en milieu LB a 37°C
jusqu’a une DOgoo= 0,5-0,6 sont centrifugées. Puis le culot est resuspendu dans 1/10°™ du
volume de départ dans du TSS fraichement préparé (10% PEG 3350, 5% DMSO, 50 mM
MgCl,, milieu LB). Les cellules sont alors transformées de suite ou aliquotées et
conservées a —80°C. Pour la transformation, les cellules sont mises en présence du
mélange de ligation pendant 20 minutes dans la glace, puis elles subissent un choc
thermique a 42°C pendant 1 minute. Du milieu LB est alors ajouté et le mélange est
incubé a 37°C, sous agitation, pendant 1 heure. Les cellules (généralement 100 ul) sont
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ensuite étalées sur un milieu solide LB plus antibiotique(s) et incubées a 37°C pendant une
nuit.

6) Induction de la surexpression de protéines recombinantes en erlen

Les cellules d’E. coli Origami contenant la construction plasmidique ont été mises en
culture en milieu LB a 37°C, sous agitation jusqu’a obtention d’une DOgp= 0,8.
L’induction de la synthése de protéines recombinantes est déclenchée par 1’addition
d’IPTG (isopropyl B-D-thiogalactopyranoside) 0,4 mM.

Apres surexpression, les cultures ont été centrifugées a 10000 g, a 4°C pendant 5 minutes.
Les culots cellulaires ont été remis en suspension, dans le dixieme du volume de départ,
soit dans un tampon de fixation non dénaturant (Tris-HCl 20 mM, pH 7,9 ; imidazole
10 mM ; NaCl 0,5 M) permettant d'extraire les protéines solubles, soit dans le méme
tampon dénaturant (Tris-HCl 20 mM, pH 7,9 ; imidazole 10 mM ; NaCl 0,5 M ; urée 7 M)
permettant d’obtenir les protéines totales (extraction pour controle de I’expression et non
pour purification). Les cellules resuspendues ont été soumises a une sonication (4°C,
2x1min30s), et ce lysat acellulaire a été centrifugé (20 000 g, a 4°C pendant 15 minutes).
Le surnageant ainsi obtenu constitue la fraction de protéines solubles (en conditions non
dénaturantes) ou totales (conditions dénaturantes).

Ces fractions ont ¢t¢ analysées par électrophorese.

B. Purification et caractérisation des protéines

1) Expression des protéines recombinantes en fermenteur

Une préculture est démarrée dans du milieu LB a partir de la souche étudiée. Les cellules
sont ensuite diluées au 1/200° dans du milieu TB contenant les antibiotiques (ampicilline,
kanamycine et chloramphénicol). Quand les cultures ont atteint la DOgoo =1, 1’induction
de la synthése des protéines est déclenchée par addition de 1’isopropyl B-D
thiogalactopyranoside (IPTG) a une concentration de 0,5 mM.

Un schéma du systéme de fermentation de type « batch » utilisé est présenté Figure 77. Le
fermenteur est un bioréacteur d’une capacité de 2 a 5 litres piloté par une Bio-Console
ADI 1035 (Applikon® de Dependable Instruments) reliée a un micro-ordinateur. Le
logiciel Bioxpert est utilisé pour contrdler le systéme et acquérir les données. Le
fermenteur est équipé pour contrdler I’oxygeéne dissout, le pH, la température, 1’agitation
et ’ajout d’antimousse.

Le pH est maintenu a 7 automatiquement par addition d’HCI 1N ou de NaOH IN (sonde
pH autoclavable). La température est maintenue a 37°C par un systeme de chauffage et
refroidissement d’un circuit d’eau. La mousse est supprimée par I’addition automatique
d’un antimousse Polymekon 1488 4 0,5 % (Goldschmidt).

Le systéme, qui est alimenté par de I’air, permet de contrdler le niveau d'oxygene dissout
dans le milieu en modulant a la fois le débit d’air et 1’agitation. L ’agitation peut varier de
200 a 800 rpm (rotations par minute). L’oxygeéne dissout est mesuré grace a une électrode
polarographique. Un taux relatif d’oxygene dissout a 80 % de la saturation du milieu en
oxygeéne est maintenu. L’aération se fait en fond de cuve grace a un débimetre d’une
capacité de 1 a 10 litres par minute. L’air est filtré (0,2 um) afin de maintenir la stérilité.
Une sortie d’air filtré (0,2 um) permet de prévenir I’augmentation de pression a I’intérieur
du fermenteur. Des échantillons sont prélevés régulierement pendant la fermentation afin
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de mesurer la DO. Le volume utile est de 4 litres. L’ensemencement du milieu ainsi que
I’addition d’IPTG se font avec une seringue stérile.

déhimétre (air)
Bie-Console

|

moteur d*agitation

L X
micro-ordinateur
détecteur de mousse
pompe HC1
sonde i température
ponpe NaOH ' sonde i oxyzéne
tige rotative
pompe antimousse
électrode 4 pH arrivée d'air

Figure 77: schéma du systéme de fermentation

2) Purification des protéines de fusion TRX-PAlb par chromatographie
d’affinité

Les vecteurs utilisés contiennent une séquence codant pour une « étiquette » de six
histidines située entre le géne d’intérét et celui de la thiorédoxine. Les histidines sont

affines pour les ions nickels. Les techniques de purification par chromatographie d’affinité
utilisent une résine adaptée (Pharmacia Biotech) sur laquelle ont été fixés des ions nickels.

Apres surexpression des protéines de fusion TRX-PA1b chez Origami, une partie de la
protéine recombinante produite reste sous forme soluble. Toutes les expériences de
purification ont été conduites sur cette fraction de protéines solubles. Les tampons utilisés
ne sont donc pas dénaturants (pas d’urée).

Apres expression hétérologue en fermenteur controlé, les cultures ont été centrifugées a
10000 g, 4°C pendant 15 minutes. Les culots cellulaires ont ét¢ remis en suspension, dans
le dixieme du volume de départ, dans le tampon de fixation (Tris-HCl 20 mM, Imidazole
10 mM, NaCl 0,5 M, B-mercaptoéthanol 5 mM pH 7,9) permettant 1’extraction des
protéines solubles. Une sonication de quelques minutes, est réalisée dans la glace. Apres
une centrifugation a 20000 g, 4°C pendant 30 minutes, le surnageant contenant la fraction
de protéines solubles est prélevé et déposé sur la résine (avec ions Ni*") préalablement
équilibrée avec le tampon de fixation. Apres passage du lysat a travers la colonne, et dans
le but d’éliminer les protéines ayant une faible affinité pour le nickel, un premier lavage
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est effectué¢ avec ce méme tampon puis les lavages et 1’¢lution sont effectués avec des
concentrations croissantes en imidazole (20 et 40 mM pour les lavages, jusqu'a 0,5 M pour
I'élution). Plusieurs conditions ont été testées (cf. Résultats).

Les fractions ¢éluées sont dialysées a 4°C (membranes de porosités 6000 Da, the Spectrum
Companies) contre de I’eau ou un tampon adéquat (3 bains successifs).

3) Purification des protéines fusion par chromatographie d’échange
d’ion (IEC).

Afin d’augmenter la pureté de la protéine de fusion avant clivage, une IEC a été effectuée.
Le pl (point isoélectrique) théorique de la protéine de fusion TRX-DP-PA1b étant de 5,4,
nous avons choisi un tampon basique pour une colonne échangeuse d’anions'®.

En sortie d’affinité, 1’¢luat contenant les protéines TRX-DP-PA1Db est dialysé contre 3 x 5
litres de tampon 1 (Tris-HCI 20mM, pH 8,5 ; B-mercaptoéthanol SmM). Il est ensuite
chargé sur la colonne échangeuse préalablement équilibrée en tampon 1 puis élué¢ par un
gradient en sel : par palier de 20, 40 et enfin 100% de tampon 2 (Tris-HCl 20mM pH 8,5 ;
-mercaptoéthanol SmM; NaCl 1M).

4) Coupure des protéines de fusion

(a) Coupure chimique

Le géne codant pour la protéine de fusion TRX-DP-M-PA1b a été modifi¢ en 5° du
premier acide aminé de PAlb. Deux codons spécifiant un dipeptide Asp-Pro
particuliérement labile en condition acide ont été insérés grace aux outils génétiques en
amont de la méthionine initiatrice de la traduction de PA1b. La coupure s’effectue au
niveau de I’extrémité C-terminale de I’acide aspartique. La protéine recombinante libérée
contient donc une proline et une méthionine supplémentaires en N-terminal : PM-PA1b.
Plusieurs conditions de clivage ont été testées, soit avec de 1'acide chlorhydrique (HCI),
soit avec de l'acide formique (cf. Résultats). Ce dernier est toujours utilis¢ a 70% et
¢liminé par lyophilisation apres dilution du mélange de clivage par de l'eau (pour amener
la concentration en acide sous les 20% et congeler).

(b) Coupure enzymatique

En raison de problémes de précipitation et des mauvais rendements de la coupure acide de
la protéine de fusion TRX-DP-PA1b (voir Résultats), une coupure enzymatique a été
envisagée, sur de petites quantités, pour valider le systeme d'expression. L’entérokinase
est une protéase qui reconnait spécifiquement la séquence « DDDDK » et la clive au
niveau de ’extrémité C-terminale de la lysine. Cette séquence spécifique est présente sur
le vecteur originel pET-32b (Novagen) et est située juste en amont du site Ncol du vecteur
(cf. annexe 6). Le géne synthétique spécifiant PA1b a donc été introduit dans ce vecteur de
la méme fagon que dans le vecteur pET-DP, en phase avec la thioredoxine. Cette coupure
enzymatique libére la protéine recombinante PA1b flanquée d'une extention N-terminale
AM : AM-PA1D.

'® Pour pH>pI + 1, la charge nette de la protéine est négative et celle-ci sera donc retenue sur une matrice
échangeuse d'anions.
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La protéine de fusion TRX-DDDDKA-M-PAT1b a été reprise (2 1 mg/mL) dans le tampon
Tris-HCI 50 mM, CaCl, 2 mM pH 7,9. La coupure enzymatique a été effectuée a 21°C
pendant 4 heures par addition de I’entérokinase (une unit¢ d’enzyme pour 50 ug de
protéines) (Invitrogen). L’enzyme est inactivée par I’ajout de PMSF 1mM.

5) Purification des protéines recombinantes par chromatographie
d’affinité

Aprées coupure, le mélange de clivage a été repris dans (ou mis en dialyse contre) le méme
tampon de fixation que pour les protéines fusion, puis déposé sur la résine d’affinité
préalablement équilibrée avec le méme tampon. Un court lavage avec ce tampon a été
effectué, ceci afin de bien éluer toutes les protéines d’intérét. L’¢lution des protéines de
fusion et du partenaire de fusion a été effectuée avec le tampon d'élution (Tris-HCl
20 mM, pH 7,9 ; Imidazole 0,5 M ; NaCl 0,5 M ; B-mercaptoéthanol 5 mM).

Les fractions non-retenues et les fractions de lavage ont été dialysées contre de 1’eau, puis
congelées et lyophilisées.

6) Purification des protéines recombinantes par HPLC

Les protéines lyophilisées ont été resuspendues en méthanol 60% (MeOH60), filtrées puis
injectées sur colonne C18 préalablement équilibrée a 20% de tampon B (Acétonitrile-TFA
0,8%) — 80% de tampon A (TFA 0,1%). Le gradient réalisé est le méme que décrit
précédemment.

7) Suivi des étapes de purification

Les échantillons prélevés en sortie des différentes étapes de purification ont été analysés

par éléctrophorese :

* par SDS-PAGE a 15% d'acrylamide (Laemmli, 1970) pour ceux contenant la protéine
sous forme de fusion, révélée avec une solution de Bleu de Coomassie (BC R250
Serva 0,18% (p/v) ; méthanol 45% ; acide acétique 10%).

* par ¢lectrophorése en Tris-tricine (TTGE) (Schagger and Jagow, 1987) pour ceux
contenant le peptide clivé. PA1b fixant médiocrement le bleu de coomassie, les
échantillons post-clivage ont été révélés par coloration au nitrate d'argent (AgNO3)
(Blum et al., 1987).

8) Western-Blotting et révélation immunologique.

Les protéines ont été séparées par ¢électrophorese en gel dénaturant et électrotransférées
sur une membrane de nitrocellulose comme décrit précédemment. Seule la mise en
contact de la membrane avec le premier anticorps varie légérement : elle s’effectue au
1/500™ dans du tampon TBS, pendant 1 heure. L anticorps polyclonal anti-PA1b utilisé
dans la premiére partie de notre travail est utilisé ici aprés épuisement sur broyat d’E. coli
afin d’¢éliminer les anticorps pouvant reconnaitre les protéines de la bactérie.

9) Caractérisation des protéines par spectrométrie de masse.

Apres purification, les masses et la pureté des protéines de fusion et de rPA1b ont été
caractérisées par spectrométrie de masse sur une trappe d'ions LCQ Advantage (Thermo-
Finnigan, San Jose, CA), équipée d'une source électrospray a pression atmosphérique.
L'échantillon est infusé en continu a un débit de 5 pL/min. Les spectres sont enregistrés
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entre 200 et 2000 M/z et 'acquisition des données est pilotée par le logiciel X-Calibur v
1.3.

10) Caractérisation de I'activité des protéines.

Les échantillons de masses attendues ont été testés pour leur activité biologique sur
charancons sensibles (Bénin) et résistants (Chine), par incorporation dans de la farine de
blé a une concentration PA1b-équivalente de 100 pug/250 mg d'aliment artificiel (1X : dose
pour laquelle le TLso des insectes sensibles est de 4,1 jours) ou 7 fois plus élevée (7X)
(voir chap?).

De plus, le peptide recombinant clivé et purifié a été analysé en test d'inhibition de liaison
de 'I-PA1b a son site de liaison du charangon. Ce test a été effectué a la concentration
10° M (concentration pour laquelle PA 1b natif inhibe 100% de la liaison)

111. Résultats

A. Constructions génétiques

1) Stratégie de construction

Lors de I’étape de conception du gene synthétique spécifiant PA1b, différents paramétres

ont été pris en compte:

* Pour optimiser 1’expression des protéines recombinantes dans 1’hdte choisi, les
oligonucléotides ont été congus en utilisant les codons les plus en usage chez E. coli.

* L’insertion d’un site pour I’endonucléase Kpnl dans la séquence du gene. Ceci permet
d’envisager une dérive génétique raisonnée par insertion-délétion. C’est le seul site qui
a pu étre ainsi introduit tout en conservant ouverte la phase de lecture.

La stratégie générale de construction d’un géne synthétique est schématisée sur la Figure
78. Cette approche a été choisie car elle permet une maitrise totale de la phase de
polymérisation. Pour des raisons de limites techniques et de fidélit¢ de la synthése
chimique, cette stratégie est basée sur I’insertion de plusieurs fragments d’ADN les uns a
la suite des autres dans le vecteur de construction. Les différents fragments doivent
disposer de sites de restriction pour des endonucléases remplissant des conditions précises.
Ils doivent étre uniques, et leur coupure doit générer des extrémités d’ADN, compatibles
deux a deux, afin que le clonage des différents fragments soit unidirectionnel.
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Figure 78 : Stratégie générale de polymérisation d’'un géne synthétique. Dans notre cas A= Ncol, B= Mstl,
B'= EcoRV, C= HinDlIIl.

Le géne palb étant de taille réduite, seuls 2 oligonucléotides, sous forme double brin (db),
ont été nécessaires a la construction du géne synthétique. L'étape de polymérisation n'est
pas appliquée dans notre cas.

L'appariement en double brin et ’assemblage des deux fragments I’un a la suite de I’autre
permet la construction d’une phase de lecture ouverte spécifiant un polypeptide de
structure primaire identique a la protéine PA1b extraite du pois, plus une méthionine N-
terminale supplémentaire.

Pour les besoins de la construction, les deux fragments double brin contiennent, au niveau
de leur extrémité 3’°, un site unique pour I’endonucléase de restriction HinDIII, permettant
leur insertion dans le vecteur de construction pPR1 (plasmide bluescript portant une
séquence supplémentaire de 39 paires de bases (pb) entre les sites HinDIII et EcoRI, en
phase avec le géne /lacZ (Elmorjani et al., 1997)).

L’insert n°1 possede, a son extrémité 5°, un site de reconnaissance pour 1’endonucléase
Ncol dont le clivage génére un bout cohésif. Ce site chevauche un codon ATG spécifiant
la méthionine initiatrice de la traduction. Une fois la construction achevée, ce site servira a
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I’insertion du geéne dans les différents vecteurs d’expression. L’insert n°l posséde
¢galement un site pour ’endonucléase Ms¢l a son extrémité 3°. La coupure géneére une
extrémité « bout franc » qui est compatible avec I’extrémité « bout franc » obtenue apres
clivage par I’endonucléase EcoRV au niveau de I’extrémité 5’ de I’insert n°2. En plus de
la nécessité de compatibilité des extrémités d'ADN, le choix des enzymes est dicté par le
fait que le triplet en 5' des six paires de bases du site de reconnaissance de Ms#l (TGC) et
en 3’ du site de EcoRV (ATC) sont des codons faisant partie intégrante de la séquence de
PAT1b et spécifiant deux acides aminés successifs, Cys22 et [le23.

Grace a leur structure, les deux fragments du géne palb vont pouvoir étre insérés de fagon
unidirectionnelle 1'un a la suite de l'autre dans le vecteur de construction.

L’insert n°1 et le plasmide de construction pPR1 ont été digérés par les endonucléases de
restriction Ncol et HinDIII. Aprées purification a partir d’un gel d’agarose, une réaction de
ligation de DI’insert db n°l et du plasmide linéarisé a été effectuée. Des cellules
compétentes d’E. coli IM109 ont été transformées avec ce mélange de ligation.

La sélection des clones positifs a été effectuée par la résistance a 1’antibiotique
ampicilline, par la vérification de la taille de I’insert et I’acquisition de sites de restriction
uniques. Le plasmide ayant intégré I’insert n°1 a ét¢ nommé ppalbl.

L’insert n°2 a été digéré par les endonucléases de restriction EcoRV et HinDIII générant
respectivement une extrémité a « bout franc » en 5’ et une extrémité a bout cohésif en 3.
Le vecteur ppalbl a été digéré par les enzymes de restriction Ms¢l et HinDIII. Ainsi
I’extrémité 5° « bout franc » de I’insert est compatible avec I’extrémité 3’ « bout franc »
du plasmide linéarisé. Apres purification, ligation (unidirectionnelle) de ppalbl et de
l'insert n°2, et transformation de cellules JM109, les clones positifs ont été testés pour la
taille de I’insert et la présence/absence des sites uniques de restriction (absence des sites
Mstl et EcoRV, présence des sites Ncol et HinDIII). Enfin, un séquencage a permis de
confirmer I’obtention d’un vecteur, appelé pPAlb, portant un fragment d'ADN de 114 pb
et spécifiant un polypeptide de 38 résidus, identique a PA1b avec une méthionine
supplémentaire en N-terminal (M-PA1b).

PAlb
Insert 1 db Insert 2 db

Kpnl Mstl EcoRV HindIII
i mi i
v
| M-PAl [

Vecteur de

construction
pPA1b

Amp

Figure 79 : carte de restriction des inserts, du géne codant M-PA1b (PA1b avec une méthionine en N-
terminal) et du plasmide pPA1b.

2) Conditions de la surexpression de la protéine fusion

(a) Choix du systéme d’expression

Le choix de I’hote d’expression est crucial, en particulier pour des peptides nécessitant des
modifications post-traductionnelles. En effet, si le systéme d’expression bactérien est
couramment utilisé pour sa simplicité et son efficacité, les cellules procaryotes ne peuvent
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normalement pas réaliser de modifications post-traductionnelles parfois nécessaires a
I’activité de protéines eucaryotes. Le cytoplasme d’E. coli est réducteur et ne permet
normalement pas la formation de ponts disulfures (Derman and Beckwith, 1991).
Toutefois, les mutations des geénes codant pour la glutathione reductase (gor) et la
thioredoxine réductase (#7xB) dans la souche Origami rend le cytoplasme de ces cellules
plus oxydant et permet la formation de ponts disulfures (Bessette et al., 1999) et donc
I’obtention de plus de protéines actives que dans une souche a cytoplasme sauvage (Prinz
et al.,, 1997). C’est donc I’hote E. coli (rendement d’expression important, facilité
technique d’utilisation) souche Origami (cytoplasme permettant la formation de ponts
disulfures) qui a été choisi.

Le systéme pET, distribué par Novagen, est I’'un des systémes les plus puissants
développés a ce jour pour I’expression de protéines recombinantes chez E. coli. Ce
systéme est basé sur trois niveaux de controle de I'expression des geénes d'intérét. En effet,
dans les plasmides pET, le géne synthétique est sous le contrdle du promoteur T7/ac
(Studier et al., 1990). Ce promoteur hybride ne peut étre transcrit que par ’ARN
polymérase du phage T7 (T7pol) et est inhibé par le répresseur lacR dont le géne est porté
a la fois par le plasmide et par le chromosome bactérien. Le géne codant pour la T7pol a
¢été introduit sur le chromosome de la bactérie (DE3 lysogene), lui-méme sous le controle
du promoteur lacUVS5, réprimé par lacR et inductible par I'TPTG. Apres addition d’IPTG,
la polymérase T7 est donc synthétisée, permettant de transcrire le géne d’intérét. Ce
systéeme de contrdle au niveau du promoteur T7/ac limite 1'expression basale du gene
d'intérét liée a la fuite de synthése de la T7pol observée méme en absence d'IPTG. Pour
accroitre encore la stabilité des plasmides spécifiant des protéines potentiellement
toxiques pour la bactérie, les souches, adaptées pour ce systéme, portent un plasmide
secondaire a faible nombre de copies, le pLys, qui leur confeére une résistance au
chloramphénicol et porte le géne spécifiant le T7 lysozyme. Cet inhibiteur de la T7 ARN
polymérase (fuite d'expression) permet un contréle plus stringeant de 1’expression des
genes recombinants (Moffatt and Studier, 1987). Ce systéme est trés puissant puisque la
régulation porte sur une ARN polymérase exclusive en plus du promoteur.

Dans notre cas, la souche Origami DE3 choisie porte le plasmide pLysS qui permet une
faible expression du lysosyme et ne limite donc pas la croissance bactérienne.

Les essais préliminaires d'expression du geéne palb directement sous le controle du
promoteur T7 ont montré que les niveaux de cette expression étaient extrémement faibles.
Pour améliorer ces niveaux, ce gene a ¢té cloné dans le vecteur pET32b en fusion
traductionnelle avec la thiorédoxine. Le choix de la thiorédoxine comme partenaire de
fusion a également été dicté par le fait que cette protéine permet de garder solubles
nombres de protéines dont la précipitation dans le cytoplasme d'E. coli est quasi totale.
C'est une condition sine qua none pour permettre la mise en place de ponts disulfures. De
plus, elle joue probablement un rdle actif dans la formation des ponts disulfures de son
partenaire (Stewart et al., 1998).

Le vecteur pET32b permet I’expression de protéines en fusion avec la thiorédoxine, une
étiquette de 6 cystéines, et un polypeptide présentant le site de clivage a I’entérokinase
DDDK (codé au début du site de clonage multiple). Vu le colt d’un clivage enzymatique,
ce plasmide avait été modifi¢ par insertion d’un fragment d’ADN entre les sites Bg/II et
Ncol, remplagant les acides aminés D, K et A par une seule proline mais conservant les
sites de restriction et la phase de lecture. Un dipeptide DP est alors codé par ce plasmide
modifi¢ appelé pET-DP. La liaison entre ces deux acides aminés est particulicrement
sensible aux conditions acides ce qui permet un clivage chimique.
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L’insert codant M-PA1b a été extrait du plasmide pPAlb par restriction par Ncol et
HinDIII et inséré dans le plasmide pET-DP préalablement digéré par ces mémes enzymes.
Apres transformation de bactéries compétentes JIM109, le vecteur a été testé pour la taille
de I’insert et la présence des sites de restriction attendus. Apres les vérifications, il a été
appelé pET-DP-PA1b (Figure 80) et utilisé¢ pour transformer des bactéries compétentes
Origami. Deux clones positifs ont été sélectionnés (vérification de la séquence clonée).
Les souches ont été alors conservées a —80°C avant vérification de I’expression.

/Asp—Pro
Vecteur
d’expression
PET-DP-
PA1b

Figure 80 : vecteur d'expression pET-DP-PA1b

(b) Conditions d’expression
a) Vérification en erlenmeyer

La vérification de ’expression de la protéine recombinante chez la souche Origami
transformées a été effectuée en erlen sous agitation normale, en milieu LB a 37°C.
L’induction a été déclenchée a une DOgoo de 1 et I’expression a été suivie pendant trois
heures. L’apparition d’une bande protéique de masse moléculaire apparente d’environ 25
kDa apres induction témoigne de 1’expression de la protéine fusion (masse réelle 20 kDa).
Cette protéine est reconnue, apres transfert sur membrane de nitrocellulose, par les
anticorps polyclonaux anti-PA1b épuisés sur E. coli (Figure 81).
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Figure 81 : a gauche : suivi de I'expression (SDS-PAGE, Bleu de Coomassie) ; a droite : immunodétection de
TRX-DP-PA1b. TO a 3 : prélevements avant et 1 a 3 heures aprés induction; S: PA1b; M: marqueur.
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Le gel d’¢lectrophorese présenté Figure 82 montre qu'environ 50% des protéines de fusion
totales synthétisées restent sous forme soluble dans le cytoplasme d'E. coli.
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Figure 82 : comparaison des protéines totales (tot) et des protéines solubles (sol) d’E. coli aprés expression
(SDS-PAGE, Bleu de Coomassie).

Ces rendements significatifs nous ont permis de ne considérer, par la suite, que cette
fraction soluble de protéines extraites.

b) fermentation

Différentes conditions de fermentation, a basses densités cellulaires, avaient été testées au
laboratoire sur d’autres protéines recombinantes. Les meilleurs rendements étaient
observés avec :
* Un milieu de culture TB, riche, qui permet une forte croissance de la biomasse
bactérienne et une meilleure expression.
* Une DO d’induction de 1, pour laquelle les cellules sont encore en phase
exponentielle de croissance.
* Une durée d’induction de 3h pour laquelle la quantit¢ maximale de protéines
solubles est obtenue.
*  Une température d’induction de 37°C.
¢ Une aération continue a 80 % de saturation en air. Ce facteur est crucial en
particulier pour I'expression de la protéine recombinante.

B. Purification et caractérisation protéiques
1) Purification et caractérisation de la protéine fusion
(a) Purification de TRX-PA1b

Une fois les protéines solubles du cytoplasme récupérées, la purification des protéines
fusion (TRX-DP-PA1b ou TRX-KA-PA1b, nommées ci-aprés TRX-PA1b si les deux sont
concernées) est réalisée en utilisant I’étiquette de six histidines affines pour le Nickel
(Ni*"). Différentes conditions natives d’affinité et d'échange d'anions ont été testées afin
d’optimiser la purification des protéines TRX-PA1b.
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a) Chromatographie d'affinité par palier.

Les conditions standard appliquées au laboratoire et éprouvées sur d’autres polypeptides
recombinants consistent en un premier lavage en tampon de fixation (B) suivi d’un
deuxieme lavage en tampon (W) de méme composition excepté 1’imidazole qui s’y trouve
deux fois plus concentré (20 mM). Ces lavages sont suivis de I’élution des protéines
retenues par un tampon d'¢lution (E) de méme composition, mais de concentration en
imidazole de 0,5 M. Ces conditions d’augmentation de la concentration en imidazole par
palier nous ont permis de concentrer les protéines d'intérét et d’éliminer un grand nombre
de protéines bacteriennes. On observe toutefois sur gel d’électrophorése la présence de
contaminants résiduels de hauts et surtout de faibles poids moléculaires dans les fractions
d’¢lution contenant la protéine fusion (Figure 83).
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Figure 83 : Fractions de chromatographie d’affinité avec élution par palier d'imidazole (SDS-PAGE, Bleu de
Coomassie). Sol : protéines solubles du cytoplasme, Nr : fraction non retenue, B : lavage en tampon de
fixation, W : tampon de lavage, E : éluat, M : marqueur.

Ces contaminants interférent avec les étapes suivantes de clivage et de purification et nous
avons donc cherché a améliorer la pureté des protéines d’intérét avant clivage. Pour cela,
une étape supplémentaire de lavage a 40 mM d’imidazole a été ajoutée avant I’¢lution. Ce
lavage permet d’éliminer une partie des protéines contaminantes de haut poids moléculaire
(Figure 89) mais reste tres insuffisant pour améliorer significativement le rendement de
purification.

Il a été souvent observé qu’en conditions natives, 1’efficacité de purification par affinité de
protéines a étiquette d'histidines est plus faible qu’en conditions dénaturantes. Afin
d’essayer de réduire les interactions protéiques sans dénaturer nos protéines, nous avons
réalisé une affinité en présence de 2 M d’urée dans les tampons de fixation et de lavages.
Apres le troisiéme lavage, un lavage supplémentaire a 40 mM d’imidazole mais sans urée
a été réalis¢ afin d’¢liminer I'urée avant 1’¢lution. L’¢lution s’est effectuée comme
précédemment. Malheureusement, ces conditions peu dénaturantes n’ont pas permis
d’améliorer la pureté de la fraction éluée. Une extraction et une affinité en urée 6 M (dans
chacun des tampons) a été réalisée, pour vérifier 'efficacité de purification en conditions
dénaturantes. Le gel Figure 84 montre que les contaminants représentent alors une
moindre portion des protéines de la fraction d'¢lution. En particulier, le contaminant
d'environ 13 kDa semble éliminé au lavage.
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Figure 84 : SDS-PAGE des fractions obtenues par chromatographie d’affinité en urée 6M (révélation au Bleu
de Coomassie). Tot: protéines totales, Nr: fraction non retenue, B et W: lavages, E: éluat, M: marqueur.

Toutefois, nous n'avons pas continué¢ en conditions dénaturantes, estimant que les
protéines fusion extraites des corps d'inclusion lors de la resuspension et du cassage des
cellules en urée poseraint des problémes de renaturation que les protéines solubles seules
n’étaient pas sensées soulever.

b) Chromatographie d'échange d'ion (IEC).

Nous avons donc envisagé une étape supplémentaire de purification en conditions natives
par chromatographie d’échange d’ion (IEC). Plusieurs matrices échangeuses d'anion et
conditions de chromatographie ont été testées. Le meilleur rapport temps de manipulation
sur efficacité de purification a été obtenu sur une colonne de 50mL de résine DEAE
Sepharose Fast Flow (Amersham Pharmacia), éluée a 20 mL/min.

Ces conditions optimisées permettent une 1égére amélioration de la pureté de la protéine
fusion par élimination d’une partie des contaminants de poids moléculaire inférieur a 20
kDa (Figure 85 et Figure 86).
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Figure 85 : chromatogramme d'IEC post-affinité. 1 a 4 : pics d'élution analysés en électrophorese (Figure 86).
Environ 300 mg de protéines ont été déposées sur la colonne.
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Figure 86 : SDS-PAGE sur les fractions d'I[EC post-affinité (Bleu de coomassie). E: éluat d'affinité (injecté en
IEC), Nr : fraction non retenue, 1 a 4 : pics d'élution a 20, 40 et 100% de tampon 2 (Figure 85).

L’IEC étant une technique de chromatographie plus grossiére que I’affinité qui peut donc
intervenir en derniére étape de purification, I’inversion de ces deux techniques a été tentée.
Malheureusement, 1’échantillon de départ (protéines solubles des bactéries), relativement
complexe, n’est guere purifi¢ par I’échange d’anions et I’affinité qui la suit n’aboutit pas a
une meilleure purification que sans ’[EC (Figure 87).
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Figure 87 : Purification de la protéine de fusion TRX-DP-PA1b par IEC suivie de chromatographie d’affinité
(SDS-PAGE, Bleu de Coomassie). sol: protéines solubles du cytoplasme, IEC : éluat d'IEC, E: éluat d'affinité
post-IEC, M : marqueur.

c) Chromatographie d'affinité par gradient linéaire.

Finalement, le rapport temps de manipulation/amélioration de la purification est faible
pour ’IEC. Une optimisation de la chromatographie d’affinité a donc été envisagée par un
gradient linéaire en tampon d’élution en remplacement du passage par paliers a 0,5 M
d’imidazole.

La meilleure purification obtenue utilise pour 1’¢lution un simple gradient linéaire de 8% a
100% de tampon E en 8 volumes de colonne. Le suivi de 1’¢lution des protéines est
représenté Figure 88. Le gel d’électrophoreése permettant de contrdler la sortie et la pureté
des protéines des différentes fractions est présenté Figure 89. On observe que ce simple
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changement permet 1’¢limination d’un pic important de contaminants de poids
moléculaires inférieurs a celui de la fusion (E1). Ces protéines de faible poids moléculaire
étant les plus génantes pour le suivi du clivage et la purification du peptide recombinant,
nous avons considéré que ce protocole de purification de la protéine fusion était
satisfaisant.
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Figure 88 : chromatographie d’affinité (sur colonne de nickel), élution par gradient linéaire d'imidazole
(tampon E). Fractions Nr a E4 analysées par SDS-PAGE Figure 89. Nr: fraction non retenue, B: lavage
(10mM), W: lavages (1: 20 mM, 2: 40 mM d'imidazole), E1 a 4: fractions d'élution.

Par observation sur gel d’électrophorése, les protéines fusion semblent pures a 85-90%
(Les fractions E1 a E3 sont déposées sur gel sans dilution préalable, pour détecter les
éventuels contaminants).
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Figure 89 : SDS-PAGE (Bleu de Coomassie) des fractions de la chromatographie d'affinité a gradient
d’élution linéaire (Figure 88). Sol: protéines solubles du cytoplasme, Nr: fraction non retenue, B: lavage
(10mM), W: lavages (1: 20 mM, 2: 40 mM d'imidazole), E1 a 4: fractions d'élution.

Les fractions correspondant au pic de protéine fusion (E2 a E4) sont collectées, réunies et
dialysées contre de I'eau avant lyophilisation ou clivage.
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On obtient un rendement correct d’expression - purification de 50 mg de fusion/Litre de
culture (pesée apres lyophilisation).

(b) Caractérisation de TRX-PA1lb

La protéine fusion a été passée en HPLC afin de déterminer son temps de rétention. Les
contaminants ne sont pas visiblement séparés par HPLC (un seul pic, Figure 90).
D'environ 26 min, le temps de rétention de TRX-PA1b est plus élevé que pour le peptide
PA1b natif (environ 21 min). Les restes de fusion non clivée ne devraient donc pas géner
la purification de rPA1b par HPLC.
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Figure 90 : chromatogramme d'HPLC sur la protéine fusion TRX-DP-PA1b.

Les deux types de protéines fusion purifiées ont été analysées par spectrométrie de masse
et testées biologiquement sur charangons sensibles et résistants.

L’analyse ESI-MS de la protéine fusion TRX-DP-PA1b purifiée par affinité a gradient
linéaire d’imidazole témoigne de son degré de purification et permet de calculer une
masse moyenne de 20 650,4 Da (Figure 91). La masse moyenne réduite théorique
(calculée sur Expasy) est de 20 658,49. La différence de 8,09 indique que les quatres ponts
disulfures de la protéine fusion seraient bien formés (six cystéines de PA1b et deux de
TRX oxydées). Toutefois, la précision de la mesure de masse (200 ppm environ) ne
permet pas d'affirmer que les cystéines sont oxydées a 100 %. Cette forme de la protéine
est largement dominante, mais on observe également des pics liés de masse plus élevée
d'environ 155 Da. Un tel supplément de masse pourrait correspondre a la fixation de deux
molécules de f-mercaptoéthanol sur deux cystéines (ouverture d'un pont).
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Figure 91 : ESI-MS: spectre non déconvolué de la protéine de fusion TRX-DP-PA1b purifiée.
Masse moléculaire moyenne observée : 20 650,4 Da (masse théorique réduite : 20658,5 Da).

Des tests d’activité biologique sur fusion entiére ont été réalisés sur différents lots de
protéine TRX-PA1b. Ni TRX-DP-PA1b (purifiée en conditions natives ou dénaturantes),
ni TRX-KA-PA1b ne montrent de toxicité sur charangons a dose 1X et 7X.

Les féceés des deux souches correspondantes aux tests sur TRX-DP-PA1b 1X ont été
récoltées. La fraction soluble au méthanol 60% en a été injectée en HPLC. Les pics
observés dans la zone de rétention de PA1b natif ont été analysés en électrophorése. On
retrouve des peptides similaires a PA1b dans I'échantillon provenant des résistants, mais
pas dans celui des sensibles. Le méme résultat est également obtenu a partir d'un aliment
contenant du PA1b natif du pois. PAlb et rPA1b seraient donc retenus dans le tube
digestif des insectes sensibles. De plus, ces résultats indiquent qu'un clivage partiel des
protéines de fusion a lieu dans ce méme tube digestif. Toutefois, I'absence de toxicité peut
provenir d'une absence d'activité du peptide rPA1b libéré et/ou de la trop faible dose
libérée (dose sublétale).

Ces résultas ne permettent donc pas de conclure quant a 'activité du peptide recombinant :
la séparation des deux membres de la fusion s’avere nécessaire.

2) Clivages

La liaison peptidique Asp-Pro est la moins stable de toutes les liaisons peptidiques en
conditions acides (Poulsen et al., 1972). De nombreuses publications témoignent de sa
labilit¢ dans diverses conditions acides (revues par Landon, 1977). Dans le cadre
d'expression hétérologue avec partenaire de fusion, Gram et al. (1994) ont démontré qu'en
insérant une telle liaison entre la protéine porteuse et la protéine d'intérét, cette derniere
pouvait étre libérée de son partenaire de fusion par traitement acide des corps d'inclusion,
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sans solubilisation de ceux-ci par des détergents. L’utilisation d’HCI et d’acide formique a
ici été envisagée sous diverses conditions.

(a) Clivage a l’acide formique

L’acide formique a 70% est couramment utilisé car il permet un bonne solubilisation des
protéines a cliver (Kawakami et al., 1997). Déja utilisé sur d’autres polypeptides au
laboratoire, il s’aveére bien plus efficace que 1’acide chlorhydrique. Il a donc d’abord été
utilisé, notre protéine ne possédant pas, a priori, de résidus sensibles a la formylation
(lysine).

Deux conditions de clivage a 70% d’acide formique ont été testées :

e 37°C72h

* 50°C 24h

Le rendement de clivage a 50°C est plus ¢élevé qu'a 37°C (presque total). La Figure 94
montre 1’efficacité de ce clivage, comparé a différentes conditions en acide chlorhydrique.

Suite a ces clivages, rPA1b a été purifié (comme décrit ci-dessous) et analysé par
spectrométrie de masse (SM).
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Figure 92 : spectre de masse non déconvolué de rPA1b purifié, provenant de clivage a l'acide formique.

Si on remarque la présence de la masse attendue (3970 Da : pics de m/z a 993,3 et
1324,7), ’hétérogénéité du spectre (Figure 92) alors observée pour les peptides provenant
de clivage a 37°C comme a 50°C, et ce malgré une purification poussée, nous a amené a
vérifier I’inocuité attendue de I’acide formique sur PA1b natif. Un mélange d'isoformes
pures du pois a été soumis aux mémes conditions de clivage que la fusion (70% d’acide
formique, 24h, 50°C) puis analysé¢ par HPLC et spectrométrie de masse. Une
hétérogénéité accrue pour le peptide ayant subi les conditions acides a été constatée, d'une
part en HPLC (apparition de pics de temps de rétention inférieurs a celui attendu, se
révélant de masses apparentées a PA1b) et d'autre part, en spectrométrie de masse avec la
présence nette de formes portant un ou plusieurs groupements formyl (28 Da/groupe de
plus) (Figure 93). Cette formylation inattendue du peptide natif nous a amené a
reconsidérer un clivage acide par 1’acide chlorhydrique, celui-ci n'ayant pas d'effets
(visibles en HPLC et SM) sur les isoformes de PA1b natif, quelques soient les conditions
utilisées ici.
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Figure 93 : spectre de masse non déconvolué d'isoformes de PA1b natif soumises a I'acide formique 50°C,
24h, composant un pic d'HPLC de temps de rétention identique aux isoformes natives.

(b) Clivage a l’acide chlorhydrique

Différentes conditions de clivage a ’HCI ont été testées. Le pH de 1,6 obtenu avec HCI,
déja validé sur d'autres protéines fusion produites au laboratoire, s'avere ici également
satisfaisant. La concentration de TRX-DP-PA1b, testée entre 1 et 5 mg/mL, n'influe guére
sur le rendement de clivage (évalué par SDS-PAGE). La température est par contre un
¢lément crucial. A 37°C, la réaction est tres lente et peu efficace. A 50°C, condition
couramment utilisée au laboratoire, le clivage reste partiel, méme au bout de 48h de
réaction (Figure 94). Gavit et Better (2000) ont utilisé avec succeés un clivage HCI
(pH<2,6) a 85°C 3h, pour simultanément lyser les cellules et hydrolyser la liaison DP de
leur protéine fusion, directement dans le fermenteur. De méme, Wang et al. (2002) ont
démontré l'efficacit¢ d'un clivage HCI 25 mM, 2h a 85°C, sur une fusion TRX-
neurotoxine de cobra, préalablement purifi¢e. Comme PA1b est, a priori, résistant a de
telles conditions, nous avons testé sur TRX-DP-PA1b un clivage a 80°C, pH 1,6, dont le
suivi sur 3h est présenté Figure 94. On observe dans ces conditions drastiques, une
dégradation importante de la fusion et de la TRX ("trainée" protéique de faible masse
apparente).

Le suivi des différents clivages de TRX-DP-PAlb, par acide formique ou acide
chlorhydrique, a été réalisé par HPLC. Toutefois, I'apparition de nombreux pics de temps
de rétention variés et la sortie simultanée de la TRX clivée et du reste de fusion ne
permettent pas un suivi efficace. Nous avons donc préféré le suivi par SDS-PAGE avec
révélation au Bleu de Coomassie. Ceci ne permet pas de visualiser rPA1b libéré de son
partenaire TRX mais permet d'évaluer le rendement du clivage. Un gel révélé a l'argent
montre trop de bandes "parasites", contaminants et leurs produits de clivages et/ou
produits de clivages aspécifiques, qui empéchent une bonne visualisation des trois
protéines d'intérét (fusion, TRX, rPA1b) (cf. puit C Figure 97).
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Figure 94 : suivi de clivages acides. (SDS-PAGE, Bleu de Coomassie). Fus : fusion non clivée
A :H:HCI40mM 50°C, F: acide formique 70% 50°C; durée du clivage : 1 = 4h, 2 =9h, 3 = 24h, 4 = 48h
B : H': HCI 80°C; durée du clivage: 1 a 3 h.

De nombreuses publications font part de I'importance de 'accessibilité du site de clivage.
L'acide formique tend a déstructurer les protéines (et les solubilise donc plus
efficacement), ce que ne fait pas 'acide chlorhydrique. La conformation native pourrait
protéger les protéines du clivage (Jauregui Adell and Marti, 1975). Des conditions
dénaturantes (ajout de Guanidine-HCI1 6 ou 7 M) sont donc reconnues pour améliorer le
rendement de clivage dans certains cas, méme s'il a été¢ observé que la perte des structures
secondaires des protéines pouvait inhiber le clivage (Ségalas et al., 1995). Toutefois, de
telles conditions ne semblent pas influer dans le cas de notre protéine, et nous avons donc
conservé les conditions non dénaturantes qui évitent I'étape de renaturation.

Pour éviter les problémes de resolubilisation incompléte de TRX-DP-PA1lb apres
lyophilisation, nous avons envisagé de rester en solution apres chromatographie d'affinité.
L'éluat est donc dialysé contre de l'eau puis le pH est rapidement amené a 1,6 par ajout
d'HCI concentré. Une dialyse complémentaire sur la journée est effectuée contre HCI 40
mM puis 1'échantillon est placé a 50°C 24h. La réaction est arrétée par retour a
température ambiante et ajout du mélange de clivage dans du tampon Tris-HCI 50 mM
pH8,0. La remontée du pH doit s'effectuer doucement afin d'éviter la précipitation des
protéines. Une dialyse et/ou un ajustement du tampon est effectué afin de procéder aux
étapes de purification de rPA1b. Ces conditions, suivies d'une purification par affinité puis
HPLC comme décrit ci-dessous, ont permis d'obtenir la meilleure purification, bien
qu'imparfaite, de rPA1b apres clivage acide (cf. spectre de masse correspondant Figure
102)

(c) Clivage a l'entérokinase

Au vu des difficultés (rendement, effets secondaires) des clivages acides, un clivage
enzymatique a également été réalisé sur la fusion TRX-KA-PA1b (avec site enterokinase).
La Figure 101 A montre le rendement obtenu avec I'enterokinase a 24°C. On constate que
le clivage n'est pas total, toutefois, 1'échantillon semble plus homogeéne (moins de "bandes
parasites", formant une trainée lors de clivages acides). Une ¢lévation de la température a
30°C ou 37°C augmente l'efficacité de clivage, mais conduit a la formation de deux
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peptides correspondant a rPA1b tronqué en N-terminal de 2 ou 4 acides aminés (visibles
en SM apres purification par HPLC). Nous avons donc choisi les conditions a température
ambiante pour produire une quantité de rPA1b suffisante pour les tests biologiques.

3) Purification de rPA1b apres clivage acide

La mise au point de la purification de rPA1b en sortie de clivage acide a nécessité de
nombreux essais.

(a) Propriétés de PA1b natif

Nous avons tout d'abord essayé¢ d'exploiter les caractéristiques connues de la protéine
native qui sont d'étre thermostable, soluble dans le méthanol 60 % et 1'acétone 80 %, ou
encore de ne pas étre retenue sur colonne d'échange d'anion a groupements DEAE a pH
9,0 (Delobel et al., 1998) ou pH 8,0 (Higgins et al., 1986). La solubilisation différentielle
(par solvant ou choc thermique) a l'avantage d'étre une technique simple et rapide.
Malheureusement, aucune des trois solubilisations ne permet une réelle purification,
méme si un certain enrichissement du surnageant en peptides de masse proche de rPA1b
est observé par solubilisation au MeOH60 (Figure 95). Le mélange de clivage est trop
complexe, malgré une bonne purification de la fusion avant clivage, et rPA1b interagit
probablement avec d'autres protéines présentes dans le mélange.
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Figure 95 : Gel d’électrophorése en tris-tricine (révélation a 'AgNO3) : solubilisation différentielle en Méthanol
60% sur mélange de clivage en acide formique 50°C (CT) et sur fraction non retenue de chromatographie
d'affinité apres clivage (Nr). Ins : culot, sol : fraction soluble, M : marqueur, S: PA1b.

La purification des isoformes de PA1b a partir du pois fait appel a une IEC sur DEAE.
Celle-ci a donc été tentée sur le mélange de clivage. Malheureusement, contrairement aux
observations de Delobel et al. (1998) et d'Higgins et al. (1986), rPA1b semble retenu sur le
gel (Figure 96). Les protéines du mélange initial sont trés différentes entre 1'extrait du pois
et l'extrait de la bactérie et il se peut que des interactions moléculaires différentes
expliquent ce résultat surprenant.
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Figure 96 : Gel d’électrophorése tris-tricine (révélation a I’AgNO3): Fractions de chromatographie d’échange
d’ion (sur DEAE) sur mélange de clivage HCI 50°C 24 h. M: marqueur, S : PA1b, Nr : fraction non retenue, I1
et 2: lavages, E1 et 2: 20%B, E3: 40% B, E4: 100%B.

Une étape d'HPLC en sortie de clivage n'est également pas suffisante pour purifier rPA1b,
comme observé lors du suivi du clivage (spectre Figure 98 + gel Figure 99A).

(b) Chromatographie d'affinité post-clivage

Une deuxiéme étape d'affinité parait donc nécessaire. En repassant le mélange de clivage
sur colonne de nickel, rPA1b est récolté¢ dans la fraction non retenue, tandis que la
thiorédoxine et la fusion non clivée sont retenues par leur étiquette d'histidines.
L'inconvénient de cette méthode est que rPA1lb n'est pas concentré par passage sur la
colonne. De plus, PA1b natif est connu pour intéragir avec la verrerie et les plastiques, en
particulier lorsqu'il est pur. La chromatographie d'affinité ne peut s'effectuer avec du
méthanol et il est & craindre qu'une partie des peptides recombinants clivés ne soit perdue.
Malgré tout, l'analyse par électrophorése des fractions obtenues lors de cette deuxieme
affinité montre, d'une part, la présence de peptides de masse attendue parmi les protéines
non retenues et, d'autre part, la rétention de la thiorédoxine et du reste de fusion non clivée
(Figure 97). Des essais d'affinité avec 10 % d'acétonitrile dans le tampon de fixation ont
¢été réalisés dans le but de réduire les interactions du peptide et du support et/ou des autres
protéines, sans amélioration visible (sur gel d’électrophorése tris-tricine).
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Figure 97 : Fractions de chromatographie d’affinité post-clivage (électrophorese tris-tricine, AgQNO3). C:
mélange de clivage (acide formique), Nr: fraction non retenue, B: lavage en tampon de fixation, W: lavage en
tampon de lavage, E: éluat.

En sortie d'affinité, le travers contenant rPA1b contient toujours quelques contaminants
comme des traces de fusion et de thioredoxine mais également d'autres peptides inconnus,
en particulier, un peptide majeur d'environ 13 kDa. Une autre étape de purification
s'impose donc.

(c) HPLC

Une solubilisation différentielle au MeOH60 permet un enrichissement en peptide
recombinant (Figure 95) et l'injection directe en HPLC de la fraction soluble (profil Tv
Figure 98). Le peptide rPA1b sort en HPLC sous forme d'un pic s'étalant de 15" a 19'
(méme profil en électrophorese : Figure 99). La comparaison avec le profil d'isoformes de
PA1b du pois (F1 Figure 98), qui forme un pic bien défini de temps de retention d'environ
21' dans les conditions utilisées ici, laisse présager d'une hétérogénéité du peptide
recombinant, probablement mal repli¢. La comparaison avec le profil obtenu sur mélange
de clivage sans affinit¢ intermédiaire (CT Figure 98) montre combien cette étape est
essentielle. De nombreux autres peptides sortent en méme temps que rPA1b dans le cas du
mélange brut, comme en témoignent les photos d'électrophorese réalisées sur le massif
"rPA1b" des deux profils. (Figure 99).
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Figure 98 : Comparaison des chromatogrammes d'HPLC d'isoformes de PA1b natives (F1), d'un mélange de
clivage a I'acide formique (CT) et du soluble MeOHG60 de travers de chromatographie d’affinité post-clivage
correspondant (Tv).
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Figure 99 : Gel d’électrophorése en Tris-Tricine (révélation au nitrate d’argent) sur les fractions d'HPLC
correspondant a la zone rPA1b (Figure 98) provenant de :
A : mélange de clivage total
B : soluble MeOHG60 de la fraction non retenue par chromatographie d'affinité post-clivage (Nr).
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Un gradient isocratique est utilisé¢ pour séparer les isoformes de PA1b a partir d'extraits de
pois. Appliqué ici, il ne permet pas de séparer les pics du massif (données non montrées).
Une réduction (peptide a 2mg/mL dans Tris HCI 0,1 M pH 8 ; DTT 20 mM : 10 min. a
100°C) suivie d'une alkylation (Tris HCI 0,1 M pH 8 ; lodoacétamide 0,1M : 60 min. a
température ambiante, obscurité) a été réalisée sur ce massif récolté aprés HPLC, et
ensuite réinjecté en HPLC. Malgré un temps de rétention plus faible, on observe toujours
une forte hétérogénéité, ce qui tend a montrer que les différents pics ne sont pas des
formes plus ou moins oxydées au niveau des ponts disulfures. Les différences de masse de
16 Da observées entre différents pics d'un méme massif d'HPLC indique la présence
d’adduits de sodium (+ 22 Da) et/ou de modifications oxydatives (+ 16 Da), qui peuvent
contribuer a I'hétérogénéité globale de I'échantillon.
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L'HPLC constitue la derniére étape de purification du peptide recombinant. Afin de tester
la présence de contaminants non visibles en électrophorése et vérifier que les peptides
observés sur gel correspondent bien a rPA1b, les différentes fractions du massif observé
en HPLC ont été analysées en spectrométrie de masse, et montrent toutes un méme profil
(Figure 102).

4) Purification de rPA1b apres clivage enzymatique

Le mélange de clivage enzymatique est beaucoup plus propre que celui provenant d’un
clivage acide. L'absence de clivage aspécifique ou des contaminants par 'entérokinase
rend le mélange plus facile a analyser par HPLC directement aprés solubilisation au
MeOH60.

fusion, TRX

Absorbance 220 nm

temps (min)

Figure 100 : chromatogrammes d'HPLC d'un soluble MeOHG60 de clivage entérokinase (eK) et pour
comparaison, d'isoformes de PA1b (F1) et d'un soluble MeOH60 de travers de chromatographie d'affinité
post-clivage HCI (Tv).

Le méme profil d'HPLC étalé est observé pour rPA1b obtenu par clivage enzymatique que
par clivage acide (Figure 100). Une électrophorese (tampons tris-tricine, révélation au
nitrate d’argent) de ce massif analysé montre la pureté du peptide dans toutes les fractions
le composant, mais aussi la variation de présence d'une forme dimerisée (Figure 101). On
constate aussi que rPA1b migre un peu moins loin que PA1b du pois. Enfin, on peut
observer la présence de rPA1b dans des fractions de temps de rétention plus élevé, en
association avec la TRX.
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Figure 101 : gels d'électrophorése sur clivages a I'entérokinase :
A : SDS-PAGE (Bleu de Coomassie) sur le mélange de clivage a I'entérokinase C (24°C), T : témoin fusion
non clivée. B: Electrophorese en tris-tricine (révélation au nitrate d’argent) sur les fractions HPLC du soluble
MeOH®60 (Figure 100) d'un clivé 30°C (clivage quasi total). Les fractions 1 a 4 représentent la "bosse" rPA1b
(de 16 a 19'5 min de TR), la fraction 8 le pic a 22-23 min (TRX), les fractions 5 a 7 représentent des pics
intermédiaires entre le massif rPA1b et le pic TRX. M: marqueur, S: PA1b.

5) Caractérisation de rPA1b

Les pics d'HPLC correspondant au peptide recombinant ont ét¢ analysés par spectrométrie
de masse. Les échantillons provenant de clivage HCI montrent une certaine hétérogénéité,
méme si la masse majoritaire observée correspond bien au peptide PM-PA1b (3969,6
contre 3969,7 de masse moyenne oxydée théorique). Les échantillons de clivage
enzymatique sont beaucoup plus nets et l'on y retrouve quasi uniquement la masse
attendue pour AM-PA1b (3942,9 contre 3943,6 de masse moyenne oxydée théorique)
(Figure 102).
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Figure 102 : spectres de masse de rPA1b.
A : provenant de clivage enzymatique (M théorique oxydée : 3943,6 Da), B: provenant de clivage HCl en
restant soluble (M théorique oxydée : 3969,7 Da).

Dans le cas du produit de clivage acide, on observe également, et ce quelle que soit la
fraction du massif de rPA1b, des pics de masses a 1375,3 et 1628,9 pouvant correspondre
respectivement a des masses de 4122,9 Da et 4883,7 Da. Le fait que ces contaminants
sortent comme PM-PA1b apres les différentes étapes de purification laisse penser qu'ils
sont probablement des formes modifiées du peptide recombinant. Une différence de 153,3
Da (4122,9-3969,6) pourrait correspondre a la fixation de deux groupements
-mercaptoéthanol (3-Me) sur deux cystéines, a la place d'un pont disulfure. Le f-Me est
utilisé lors des différentes étapes de purification afin de protéger les éventuelles cystéines
libres. La faible concentration utilisée ne devrait pas réduire les ponts formés, comme le
confirme la masse d'AM-PA1b. Il se peut que 1'étape du clivage acide rompe parfois un
pont et que le B-Me se fixe sur les cystéines réduites lors de la chromatographie d'affinité
suivant le clivage. La masse de 4883,7 Da pourrait correspondre a un peptide résultant du
clivage aspécifique de la liaison D-S en amont de la liaison DP dans la thioredoxine. Le

191



Expression hétérologue

peptide SPDLGTDDDPM-PA1b présente en effet une masse théorique oxydée de 4885,5
Da.

La massif observé en HPLC correspond donc bien au peptide d'intérét. Dans les deux cas
(clivage enzymatique ou acide), on retrouve un peptide de masse correspondant a la forme
oxydée. Le pic HPLC, étalé et de temps de rétention plus faible que PA1b natif dans les
deux cas, n'est donc certainement pas di a la coexistence de formes partiellement oxydées.
Il pourrait correspondre a un mauvais repliement, et fait donc craindre une absence
d'activité biologique.

Le peptide AM-PAID, plus pur que PM-PA1b, a été testé sur charangons & dose 1X',
mais ne montre aucune activité. De méme, en test d'inhibition de liaison, il ne montre pas
de déplacement significatif du ligand marqué (Figure 103). Sa structure tridimensionnelle
n'est certainement pas conforme a PA1b natif. Le trés faible rendement de purification n'a
pas permis de produire suffisamment de peptide pour effectuer des tests a doses plus
¢levées, ni des analyses de structure secondaire (dichroisme circulaire ou spectrométrie
infra-rouge).

Les conditions d'expression permettraient donc d'oxyder le peptide mais sous forme
inactive, les ponts formés n'ayant peut-Etre pas la bonne connectivité, ce qui pourrait étre
vérifi¢ par analyse des produits de digestion par des enzymes comme la trypsine.
Toutefois, sur le peptide natif, cette approche est sans succes, aucune protéase classique,
hormis le mélange enzymatique pronase E, ne libérant de produits de clivage (Gressent F.,
communication personnelle).
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Figure 103 : Tests d'inhibition de liaison (Diol, 2003). Pourcentage de ligand lié pour sPA1b 1 et 2 : lots de
PA1b synthétisé chimiquement (testés a 107 M), rPA1b 1 et 2 : lots de PA1b recombinant (clivage
enzymatique, testés a 10°® M).

" 1X : dose équivalente a 400ug de PA1b par gramme d'aliment, dose de TLs, de 4 jours.
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1Iv. Discussion

L'objectif de la mise au point d'un systéme d'expression hétérologue de PA1b était la
production de mutants pour une étude des relations structure-fonction. Toutefois, les
difficultés rencontrées lors de cette mise au point et le temps limité imparti n'ont pas
permis d'aborder la production des mutants. En effet, il convenait de vérifier avant tout
que le peptide non muté était bien produit sous forme active dans le systéme choisi et
développé, ce qui s'aveére ne pas étre le cas.

On constate a nouveau combien la structure de PA1b est source de difficultés. Le systéme
choisi, a priori adapté pour un peptide a ponts disulfures comme PA1b, s'avere incapable
de produire un peptide actif.

Toutefois, nous avons pu montrer que 1'expression d'un gene spécifiant PA1b chez E. coli
est possible, en fusion avec la TRX. Nous avons également déterminé des conditions de
purification de cette protéine fusion efficaces. Le rendement d'expression obtenu est
correct pour la souche utilisée. Des conditions de clivage enzymatique et acide ont été
déterminées, ainsi que les méthodes de purification qui s'en suivent. Le peptide
recombinant obtenu dans le cas d'un clivage enzymatique est pur, et dans les deux cas,
apparait oxydé. La souche choisie, mutée pour permettre la formation de ponts disulfures
dans son cytoplasme, est donc efficace. Toutefois, il apparait que dans les deux cas, le
peptide est mal structuré et donc inactif. Ce probléme de structure de rPA1b explique
¢galement les problémes rencontrés lors de la purification du peptide.

Ce probléme de formation d'une structure active de PA1b avait également été observé par
Zhang (2001, résultats non publiés) lors d'essais de production hétérologue dans la levure
P. pastoris. Le peptide était apparemment bien produit, bien qu'en faible quantité, mais ne
présentait pas d'activité biologique. Comme le géne s'était avéré correctement transcrit,
deux hypothéses avaient été évoquée pour expliquer cet échec : soit un mauvais processus
de repliement et/ou d'oxydation du peptide recombinant chez la levure, soit une
interférence de la forte hydrophobicité de PA1b avec le systeme de sécrétion. En absence
de confirmation par spectrométrie de masse de la nature et de 1'état du peptide produit, cet
échec n'a pas pu étre totalement interprété.

D'autre part, la structuration de PAlb apres synthése chimique a également posé des
problemes trés importants de rendement de synthese et de repliement. Le peptide produit
par synthése FMOC automatisée (Altergen, Strasbourg) n'a pu étre oxydé en peptide
structuré (controle en HPLC par rapport au peptide natif) par une stratégie standard
d'oxydation par dilution a pH 8. Malgré I'expérience affichée du chimiste d'Altergen (Dr
R. Amiri) dans la syntheése de peptides soufrés, 'oxydation en peptide actif n'a pu étre
obtenue dans des conditions satisfaisantes de rendement et de reproductibilité. Des
activités biologiques partielles (toxicité) ont été obtenues sur des lots non conformes en
HPLC, et un lot de faible importance (insuffisant pour un test de toxicité) s'est avéré
contenir deux pics bien résolus en HPLC dont l'un possédait une activité biologique
conforme en test de compétition de liaison avec '*’I-PA1b (Figure 103) (Diol, 2003).

Par ailleurs, I'équipe du Dr Hirano travaille sur le role de la leginsuline du soja
(homologue de PA1b) dans la plante, et a montré sa liaison a un récepteur protéique des
membranes plasmiques et parois cellulaires de soja. Cette équipe a réussit, d'une part, a
produire dans E. coli la leginsuline sous forme active (ie liant le récepteur végétal)
(Hanada et al., 2003), et d'autre part, a la synthétiser chimiquement (Yamazaki et al.,
2003). Les conditions d'expression hétérologue, en souche BL21#xB(DE3) simple mutée
(gene de la thioredoxine réductase) et fusion avec la thioredoxine, ne sont guére
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différentes de notre systéme (souche Origami(DE3)pLysS, double mutée, et fusion TRX),
et les différences (moins de protéases, une seule mutation) n'expliquent a priori pas leur
succes et notre échec. Concernant les conditions de refolding aprés synthése chimique,
Yamazaki et al. (2003) décrivent un protocole plus complexe que les conditions
employées couramment pour structurer un peptide a 3 ponts disulfures, t¢émoignant ainsi
de la particularité de la structure de cet homologue de PA1b. Le peptide obtenu possede
les mémes caractéristiques de liaison au récepteur que la molécule native du soja. Ces
conditions de renaturation et oxydation ont donc été testées au laboratoire sur PAlb
préalablement réduit (Rahbé Y., communication personnelle). On obtient alors de 30 a
50% de peptide restructuré (temps de rétention d'HPLC identique au natif). L'autre partie
de peptide, résultant de ce protocole particulier, semble également oxydé mais sous des
conformations non natives (temps de rétention inférieurs, rappelant ceux de rPA1b). Suite
a cette validation du protocole de réoxydation, notre peptide recombinant a été réduit et
soumis aux mémes conditions d'oxydation. Malheureusement, trés peu de peptide semble
prendre la bonne conformation. En oxydant sur une a deux semaines, on augmente le
rendement, en peptide conforme, qui reste toutefois trés bas (moins de 1%). Une
hypothése pouvant expliquer cette différence, entre renaturation du peptide natif et du
peptide recombinant, serait la configuration des prolines (Rahbé Y., communication
personnelle). En effet, dans la structure de PA1b, la proline 13 est en configuration cis
tandis que les quatres autres sont en trans (Jouvensal et al., 2003). Le peptide recombinant
pourrait ne pas présenter cette configuration, et sa renaturation serait donc limitée par
I'isomérisation lente des prolines. Des expériences sont prévues pour confirmer ou
infirmer I'importance des prolines dans la structuration de PA1b.

Pour essayer de résoudre le probléme de structure du peptide recombinant, sans passer par
une dénaturation et une réoxydation in vitro, certaines améliorations du systéme
d'expression peuvent étre envisagée. La coexpression d'une protéine chaperonne et/ou
d’une isomérase de ponts disulfures, facilitant le repliement du peptide, a permis dans de
nombreux cas d'améliorer le rendement de production de molécules actives (Maskos et al.,
2003 ; Nishihara et al., 1998 ; Schiffner et al., 2001). Dans ce sens, l'expression d'une
séquence spécifiant tout PA1 est envisagée, avec ou sans fusion a la thiorédoxine. En
effet, PA1b est suivi d'un polypeptide plus long, PAla, dont la fonction est pour l'instant
inconnue™. La conservation de la structure du géne (PA1b- peptide intermédiaire -PA1a)
dans différentes espéces (cf. troisieme chapitre) témoigne de 1'importance de celle-ci. Un
des roles possible de PAla pourrait étre d'aider a la conformation de PA1b.

* PAla na pas d'activité insecticide sur les charancons des céréales (Delobel B et Quillien, L communication
personnelle).
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Conclusions et Perspectives

Conclusions générales et
perspectives.

PA1D est le peptide responsable de la toxicité des graines du pois vis-a-vis des charancons
des céréales (Delobel et al., 1998). Ce peptide et son gene avaient été caractéris€és comme
protéine de stockage du soufre chez Pisum sativum (Higgins et al., 1986), et un
homologue en avait été décrit dans le soja (leginsuline), sans que leur activité
entomotoxique ne soit soupconnée (Watanabe et al., 1994). L'intérét de PA1b dans la lutte
contre les importants ravageurs des céréales stockées que sont les especes du genre
Sitophilus, nous ont amenés a étudier la distribution de ses homologues dans les especes
de la méme famille que le pois, les Fabaceae.

1) Evolution de la famille des Alb au sein de la famille des
Légumineuses.

Lors de notre travail de these, la caractérisation de nouveaux genes par PCR génomique
avec amorces dégénérées, associée a la détermination de la toxicité d'extraits de graines
pour deux souches de S. oryzae, sensible et résistante a PA1b, nous a permis de montrer
que les homologues de PA1b constituent une véritable famille peptidique répartie au sein
de la famille des Légumineuses. Les A1b ne sont pas restreintes a la leginsuline du soja et
aux quelques isoformes de PA1b du pois, connus jusqu'ici, mais sont présents dans de
nombreuses especes de Légumineuses.

* Des genes homologues, provenant de 18 especes et représentant deux clades de
Papilionoideae (Galégoides et Phaséoloides), ont en effet été caractérisés au cours de
ce travail. La limitation de la répartition de ces genes est tres probablement due a une
limitation technique, les amorces dégénérées utilisées pour rechercher les genes
homologues ayant été déterminées d’apres les séquences du pois et du soja, deux
especes appartenant a ces deux clades. Les genes des Alb des autres clades ou sous-
especes de Fabaceae sont peut-étre trop variants pour €tre reconnus par nos amorces.

* De plus, un différentiel de toxicité net et caractéristique de PA1b a été déterminé dans
certaines especes des trois sous-familles, dont les Mimosoideae Albizia julibrissin et
Acacia dealbata, les Caesalpinioideae Cercis siliquastrum et Tamarindus indica, et les
Papilionoideae Abrus precatorius (Aeschynoménoide), Laburnum anagyroides
(Génistoide), Styphnolobium japonicum (Sophoroide) ainsi que Phaseolus vulgaris
(Phaséoloide) et Onobrychis viciifolia (Galégoide). Ceci indiquerait la présence
d’homologues de PA1b au sein des trois sous-familles de Fabaceae. Ainsi, les Alb
apparaissent largement présentes dans les graines de légumineuses, mais elles ne sont
certainement pas les seuls composés de défense de ces graines (cf Introduction
bibliographique). Notre criblage biologique nous a permis de caractériser une tres forte
variabilité d’activité entomotoxique dans les graines de nombreuses especes de
Fabaceae et ouvre donc la voie a des recherches d’autres molécules de défense,
protéiques ou non.

La complexité du profil de représentativité et d’expression des Alb est toutefois a
souligner. En effet, si Galégoides et Phaséoloides sont les seuls clades regroupant des
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N

especes ayant répondu a la PCR génomique, ils présentent également des especes
« négatives », dont celles de la tribu des Loteae. La position phylogénétique de cette tribu
au sein des Galégoides est encore incertaine, se rapprochant des Trifolieae selon Chapill
ou formant, avec les Robinieae et Abreae, un clade frere du clade des Galegeae-Trifolieae-
Vicieae, selon les analyses du gene rbcL (cf. Figure 58). Il se peut que les Loteae, ainsi
que les Abreae et les Robinieae, dont les especes testées n’ont également pas répondu a la
PCR, forment effectivement un clade, intermédiaire entre Phaséoloides et les autres
Galégoides, ou les genes des Alb auraient été €teints ou seraient trop divergents pour
avoir été reconnus par nos amorces. Medicago truncatula, Glycine max et Lotus japonicus
sont l'objet d'analyses d'EST intenses (Alkharouf and Matthews, 2004 ; Bell et al., 2001 ;
Kawasaki and Murakami, 2000 ; Lamblin et al., 2003). Si le transcrit de la leginsuline a
bien été détecté dans les banques de soja (expression racinaire faible, et dans les graines,
forte), aucun transcrit correspondant aux deux genes de M. truncatula caractérisés dans ce
travail n'a encore été décrit dans les banques publiées (fin 2003). De méme, aucun
transcrit d'homologue de PA1b n'a été observé chez L. japonicus. L'absence d'EST de
graines en maturation chez ces deux especes peut expliquer cette absence. Toutefois,
concernant L. japonicus, qui appartient aux Loteae, l'absence d'EST d'homologues
confirmerait nos résultats négatifs sur deux autres especes de lotier (L. corniculatus et L.
tetragonolobus). Ces deux especes ne présentent guere de toxicité différentielle, excepté
dans le résidu de L. tetragonolobus, faiblement toxique pour les charancons sensibles.
L’ hypothese de variants trop divergents et d’expression spécifique dans les graines, et tres
faible ou nulle ailleurs, pourrait expliquer leur absence des banques d'EST. Chez M.
truncatula et L. japonicus, la couverture EST croissante devrait répondre a cette question
dans un avenir proche.

Si la présence de toxicité différentielle dans les extraits de graines est une indication de la
possible présence d’Alb, elle n’en n’est pas une démonstration absolue. Afin de
poursuivre et compléter cette étude des Alb, la purification de peptides homologues a
partir d'extraits de graines montrant une toxicité différentielle totale, et provenant
d'especes phylogénétiquement éloignées des Galégoides et Phaséoloides s'avere
nécessaire. Ceci permettra, d’une part, de délimiter I’étendue de la famille peptidique des
Alb et, d’autre part, par le séquencage d'un petit nombre de ces peptides, de déterminer de
nouvelles amorces dégénérées qui seront utilisées pour rechercher les genes homologues
d'especes du méme clade, élargissant ainsi la diversité de structures caractérisées.

2) Origine des Alb ?

Les Alb semblent limités aux Légumineuses (pas de gene homologue chezle riz, ni chez
A. thaliana). L’absence d’homologie de séquence avec d’autres familles de peptides
existantes ne permet pas de déterminer 1’origine de ces peptides. Toutefois, plusieurs
autres caracteres peuvent les rapprocher de quelques familles peptidiques végétales de
répartition taxonomique large.

* Au sein des groupes qui ont répondu a la PCR génomique, nous avons pu noter la
conservation de la structure du gene de PA1b spécifiant une préproprotéine. Cette
structure est celle des Albumines 2S, protéines de réserve des graines, comme la
napine du colza. Les deux polypeptides codés par les genes de ces 2S forment
généralement un hétérodimere. Les sous-unités de 30-40 et 60-90 résidus sont liées
par deux ponts disulfures (Shewry and Pandya, 1999). Dans les cas du pois, PAla
et PA1lb ne sont pas associées par un tel pont, bien que toutes deux possedent des
cystéines. Les thionines sont également exprimées sous forme de préproprotéines
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avec un peptide C-terminal acide qui neutraliserait la basicité du domaine thionine
lors de la synthese protéique (Bohlmann and Apel, 1991). PA1b est 1égerement
basique (Pi 7,8) et PAla, bien qu’acide (Pi 4,9) n'aurait donc pas un role de
neutralisateur. Si aucune interaction entre Ala et Alb n'a ét€ démontrée jusqu'a
présent (ni vis-a-vis de l'activité entomotoxique de PA1b, ni vis-a-vis de son role
putatif d’hormone végétale), la conservation des Ala observée lors de cette étude
témoigne de leur importance. Il est possible que PAla intervienne lors du
repliement de PA1b, en tant que chaperonne.

* La structure du gene a deux exons associant un intron variable inséré dans le
peptide signal N-terminal conservé (avec une alanine conservée en P1 du site
putatif de clivage), est un trait commun aux différents genes caractérisés dans cette
famille. Cette structure rappelle celle d'un groupe de peptides riches en cystéines
de la moutarde et d'Arabidopsis thaliana (Ceci et al., 1995). Les genes de ces
inhibiteurs trypsiques sont groupés par quatre en un cadre serré dans le génome
d'Arabidopsis. 1ls sont exprimés dans les graines et également induits par blessure
(De Leo et al., 2001) ou par une attaque de nématodes (Vercauteren et al., 2001),
constituant ainsi un complexe de genes défensifs.

* La structure de la protéine n’est connue que pour PA1b (Jouvensal et al., 2003)
et la leginsuline (Yamazaki et al., 2003). Toutefois, ’homologie de séquence entre
ces deux peptides et les séquences caractérisées dans notre travail est grande et la
structure tridimensionnelle doit donc étre conservée au sein des Alb. Cette
structure, caractérisée par un feuillet 3 et une connectivité des ponts disulfures en
cystine-knot, est proche de celles d’un certain nombre d’autres knottines, et en
particulier des inhibiteurs EETI (inhibiteur trypsique d’Ecballium) et CPI
(inhibiteur de carboxypeptidase de Solanum).

EETI CPI PA1b

Figure 104 : Structures tridimensionnelles des inhibiteurs de protéase EETI (Chiche et al., 1989) et CPI
(Rees and Lipscomb, 1982), et de PA1b (Jouvensal et al., 2003).

Ces différents caracteres pourront étre étudiés de fagon plus systématique, afin de
déterminer I’origine possible des Alb, et en particulier, chez les Légumineuses modeles
génomiques.
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3) Relations structure-fonction.

Nous avons également montré combien la structure de PA1b, exposant ses acides aminés
hydrophobes, possédant une proline cis et trois ponts disulfures imbriqués en cystine-knot
(Jouvensal et al., 2003), peut étre source de difficultés. Certaines méthodes couramment
employées pour étudier des familles protéiques posent ici probleme. C'est le cas de la
détection d'homologues par anticorps, ici de spécificité trop étroite (peptide peu
immunogene), de la spectrométrie de masse (peptide soluble dans des fractions ou d'autres
composés non protéiques pourraient 1’€tre €galement, qui inhiberaient I'ionisation). De
meéme, l'obtention de cette structure particuliere, que ce soit apres synthese chimique ou
expression hétérologue en systeme eucaryote ou procaryote, apparait complexe, bien que
la réussite du groupe d’Hirano avec la leginsuline ouvre un perspective intéressante
(Hanada et al., 2003 ; Yamasaki et al., 2003).

Grace aux données des tests biologiques et des séquences peptidiques obtenues lors de
notre travail, nous avons pu émettre des hypotheses quant aux acides aminés
potentiellement importants pour l'activité. Malheureusement, les mutants prévus n'ont pu
étre produits faute de validation du systeme d'expression et purification. Le doigt
hydrophobe de la leginsuline semble impliqué dans son interaction avec un récepteur
potentiel des cellules végétales (Hanada et al., 2003). Un autre domaine du peptide
pourrait donc étre impliqué dans sa liaison au site de liaison du tube digestif des
charancons. La boucle CSPFEMPPC, conservée dans nos séquences (car point d'ancrage
d'une de nos amorce), est un candidat possible. Cette boucle, synthétisée chimiquement,
ne présente pas d’activité de liaison au récepteur de PA1b (tests d’inhibition de liaison)
(Diol, 2003). Toutefois sa conformation n’est pas native, le pont formé entre les deux
cystéines de la boucle ne correspondant pas a un pont de la structure native de PA1b, et les
configurations des prolines (1 cis et 2 trans) n’étant pas déterminées spécifiquement lors
de la synthese chimique.

Pour aborder les relations structure-activité des Alb, la production de PA1b actif est une
étape a franchir. Plusieurs voies sont possibles qui aideront a la compréhension du
mécanisme de structuration du peptide et ainsi permettront d'obtenir un peptide actif.

* Il se peut que le systeme d’expression de I’équipe japonaise, basé sur une souche
d’E. coli B (contrairement a celle utilisée dans notre travail, dérivant d’E. coli
K12) soit mieux adapté a la structuration de PA1b.

* L’expression de chaperonne dans le systeme bactérien utilisé ici est €également a
envisager, et en particulier, ’expression du gene de PA1 entier afin de tester le
possible role de PAla dans le repliement de PA1b.

* La synthese chimique est également une voie possible de I’étude des relations
structure-fonction, mais nécessite la validation de 1’étape de renaturation du
peptide. Le r0le putatif de chaperone de PAla pourra également €tre testé in vitro,
et tout d’abord sur PA1b de pois réduit.

Enfin, si les mutants ciblés doivent permettre de cerner I’importance d’un acide aminé
donné dans ’activité, ’expression de variants entiers de PA1b, comme MtrA1b007 ou son
potentiel homologue non maturé (MtrA1007), permettra de faire le lien entre les
séquences et les activités mesurées dans les extraits de graines, et ainsi, de mieux
comprendre la relation entre structure et activité des Alb.
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Conclusions and Prospects
(english version)

PA1b is the factor responsible for the toxicity of pea seeds to cereal weevils (Delobel et
al., 1998). This peptide and its gene had been characterized previously as sulfure storage
protein in Pisum sativum (Higgins et al., 1986), and a homologue (leginsulin) had been
described in soybean (Watanabe et al., 1994). As PA1b is of great potential interest for the
control of Sitophilus species, which are the major pests of stored cereal products, we
studied the distribution of its homologues in selected species of the pea family, the
Fabaceae.

1) Evolution of the Alb family among the Legume family.

Through our work, the characterization of new genes by genomic PCR with degenerated
primers, associated with the determination of the toxicity of seed extracts to two S. oryzae
strains, one susceptible and one resistant to PA1b, shows that PA1b homologues constitute
a true peptidic family distributed among Leguminosae. Alb peptides are not restricted to
leginsulin and the few pea isoforms known so far, but are present in many legumes
species :

* Homologous genes from 18 species of two clades of Papilionoideae (Galegoid and
Phaseoloid) have indeed been characterized in our work. The limited repartition of
these genes is probably linked to a methodological limitation. Our degenerated
primers, used to search for homologous genes, had been determined according to
pea and soybean sequences, two species belonging to the two “positive” clades.
A1b from other Papilionoideae clades or other subfamilies may be too divergent to
be recognized by our primers.

* Furthermore, a clear differential toxicity, typical of PA1b, has been determined in
some species from the three legumes subfamilies, including Mimosoideae such as
Albizia julibrissin and Acacia dealbata, Caesalpinioideae such as Cercis
siliquastrum and Papilionoideae such as Abrus precatorius (Aeschynomenoid),
Laburnum anagyroides (Genistoid) or Styphnolobium japonicum (Sophoroid). This
result indicates the presence of PA1b homologues among the three Fabaceae
subfamilies. Alb seemed broadly present in legume seeds but they certainly are
not the only defence compounds in these seeds (see Part 1). Our biological
screening allowed us to characterise a very variable insecticidal activity in seeds of
many Fabaceae species. This work opens the way to research on other defense
compounds, either of proteic nature or not.

The distribution and expression pattern of A1b appears complex. Indeed, if Galegoid and
Phaseoloid are the only clades including PCR-positive species, they also display
“negative” species, in particular, within the tribe Loteae. The phylogenetic position of this
tribe among Galegoid is still uncertain, being either sister of the Trifolieae according to
Chapill, or forming together with Robinieae and Abreae, a brother clade to the Galegeae-
Trifolieae-Vicieae, according to rbcL gene analyses (cf. Figure 58). Loteae may form with
Robinieae and Abreae, from which the tested species did not respond to PCR either, a
clade between Phaseoloid and all the other Galegoid, in which the Alb genes could lack

201



Expression hétérologue

or have been lost, or could be too divergent to be detected by our primers. Medicago
truncatula, Glycine max and Lotus japonicus are extensively studied by EST analyses
(Alkharouf and Matthews, 2004 ; Bell et al., 2001 ; Kawasaki and Murakami, 2000 ;
Lamblin et al., 2003). The transcript of leginsulin was detected in soybean libraries (weak
root and high seed expression), but no transcript corresponding to the two M. truncatula
genes characterized in our work has yet been described in published EST libraries (end
2003). Also, no homologous transcript has been observed in L. japonicus. The absence of
EST from late maturing seeds in these two species may explain this absence. However,
concerning L. japonicus, which belongs to Loteae, the absence of any EST homologue to
PA1b might confirm our negative results on two other Lotus species (L. tetragonolobus
and L. corniculatus). These two species did not display differential toxicity, but in L.
tetragonolobus, the residue fraction was shown to be weakly toxic for susceptible weevils.
The hypothesis of too divergent homologues with weak seed specific expression (and no
expression in other organs), might explain their absence in EST libraries. In M. truncatula
and L. japonicus, the increasing EST coverage will probably answer soon to this question.
If the presence of differential toxicity in seed extracts is an indication of a probable
presence of Alb peptides, it does not demonstrate it properly. To continue and complete
this study of the Alb, the purification of homologous peptides from seed extracts
displaying a totally differential toxicity, and from species phylogenetically not related to
Galegoid and Phaseoloid, appears necessary. It will then be possible to delimit the extent
of the peptidic Alb family and, through sequencing of a few peptides, to determine new
primers, which would be used to search homologous genes in the corresponding clades,
enlarging the diversity of known structures from the Alb family.

2) The origins of A1b?

A1b appear to be limited to Fabaceae, as no homologues were detected in rice nor in A.
thaliana or any other non legume species. As they display no sequence homology with
other known peptide families, it is not possible to determine with confidence the origin of
the family. However, several other features may affiliate Alb to some plant peptide
families with wider taxonomic repartition.

* The structure of the gene encoding a preproprotein is conserved among the
sequences obtained in our work. This structure is one feature of the 2S albumins
seed storage protein family, such as the rape napin. Both peptides encoded by these
2S genes, generally form an heterodimer. The subunits, of 30-40 and 60-90
residues, are linked by two disulfide bridges (Shewry and Pandya, 1999).
Concerning pea, PA1b and PAla are not associated by such a bridge, even if both
possess cysteins. Thionins are also expressed as preproprotein with a C-terminal
acidic peptide, which may neutralize the basicity of the thionin domain during
protein synthesis (Bohlmann and Apel, 1991). PA1b is slightly basic (Pi = 7,8) and
PAla, even if acidic (Pi = 4,9), may probably not display such a neutralizing
function. No interaction between Ala and Alb has been demonstrated to date,
neither for the insecticidal activity nor for the putative plant hormonal function of
PA1b. Yet, the conservation of Ala, observed in our study, gives evidence of their
importance. It is possible that PAla intervenes in PA1b folding, as a chaperone.

* The structure of Al genes with two exons and one variable intron, inserted in the
conserved N-terminal signal peptide (with a conserved alanine at P1 position of the
putative cleavage site), is a common feature of the genes characterized in this
family. This structure is shared by a group of cystein-rich peptides from mustard
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and Arabidopsis thaliana (Ceci et al., 1995). These trypsin inhibitor genes are
clustered as a four genes tandem group in the Arabidopsis thaliana genome. They
are expressed in seeds and also induced by wounding (De Leo et al., 2001) or by
nematode attack (Vercauteren et al., 2001), constituting a defence genes complex.

* The structure of the protein is only known for PA1b (Jouvensal et al., 2003) and
the leginsulin (Yamazaki et al., 2003). However, the sequence homology between
these two peptides and the sequences we characterized is high, and the three-
dimensional structure is probably conserved among Alb. This structure, with 3-
sheet and cystine-knot disulfide bridges connectivity, is similar to the structures of
different other plant knottins, and in particular of the inhibitors EETI (trypsin
inhibitor from Ecballium) and CPI (carboxypeptidase inhibitor from Solanum)
(Figure 103).

EETI CPI PA1b

Figure 104 : Three-dimensional structures of the protease inhibitor EETI (Chiche et al., 1989) and CPI (Rees
and Lipscomb, 1982), and of PA1b (Jouvensal et al., 2003).

These different characteristics could be studied more systematically, in order to determine
the possible origin of Alb, and particularly in the three available legume genomic species.

3) Structure - function relationships.

In this study we showed how PA1b structure may be source of difficulties, exposing its
hydrophobic amino acids, displaying a cis-proline and three disulfide bridges forming a
cystine-knot (Jouvensal et al., 2003). Some techniques usually used to study protein
families appear to be problematic in our study. It was the case of the immunodetection of
homologous peptides (PA1b is weakly immunogenic, and its antibody has a very narrow
specificity), of the mass spectrometry (PA1b is soluble in fractions in which other non
protein compounds may be soluble, which could inhibit ionisation). In the same way, the
folding of PA1b, after either chemical synthesis or when expressed in prokaryotic (as
tested in this work) or eukaryotic system (Y. Zhang, 2001 not published), appears
complex, even if the success of Hirano’s group with leginsulin opens an interesting
prospect (Hanada et al., 2003 ; Yamazaki et al., 2003).
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Thanks to data from biological tests and peptidic sequences obtained in our work, we
could raise some hypotheses concerning a few amino acids which might be involved in
PA1b insecticidal activity. Still, the mutant peptides were not produced due to the lack of
validation of the expression and purification system. The hydrophobic loop of PA1b
seems to be involved in its interaction with a potential receptor in plant cells (Hanada et
al., 2003). An other domain of the peptide might then be involved in its binding to its
binding site in weevil guts. The CSPFEMPPC loop, conserved in all our sequences (as the
anchor site of one primer), is a possible candidate. This loop, chemically synthesised, does
not display any binding activity to the PA1b weevil receptor (ligand binding competition
assay) (Diol, 2003). Nevertheless, its structure as a simple loop is not the native one, as
the disulfide bridge formed between the two cysteines does not correspond to any native
bond of the PA1b structure and as the prolines configuration (1 cis and 2 trans) was not
specifically determined during the chemical synthesis.

To study the structure-function relationships of Alb, the production of an active synthetic
PA1b is essential. Several ways are possible which would help to understand the peptide
folding mechanism, and therefore would make it possible to obtain active peptide.

e It is possible that Hirano’s group expression system, based on an E. coli B strain
(contrary to the K12 derived strain we used), is more adapted to PA1b folding.

e Expressing a chaperone in the bacterial system we used is also a possibility, and
particularly, expressing the whole gene PA1 to test the possible role of PAla in
assisting the folding of PA1b.

¢ Chemical synthesis is another way to study the structure-function relationships, but
it needs a validation of the refolding step of the peptide, as was done with
leginsulin (Hanada et al., 2003). The role of PAla (putative chaperone) could also
be tested in vitro, for example on pea-purified PA1b, chemically reduced in vitro.

Finally, if the pinpoint mutants would help to determine the importance of one specific
amino acid in PA1b activity, expression of whole homologues, such as MtrA1b007 or its
potential non-matured homologues (MtrA1007), would help to link sequences and toxicity
detected in seed extracts, and therefore to better understand the relationships between the
structure and the insecticidal activity of Alb.
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Annexes

I. Annexe 1 : Principe de la marche sur le
géne (kit GenomeWalker™, Clontech).

Apres digestion de I’ADN génomique par quatres enzymes différentes, des adaptateurs
sont liés aux fragments de restriction. On obtient 4 « banques » alors soumises a deux
réactions de PCR nichées, avec les amorces fournies AP (adaptor primer) et les amorces
spécifiques GSP (gene specific primer).

Amplify gane of interast
from all fourlibraneas

Genomic OMA
fr:agmanth - G52
Mo binding site for 4F1 5_" . = GEP
Binding site is crastad ﬁuF1-l -&
on templata of interast AP? = GanomeWalkar
by eatengzion of GSP1 Adaptor
AP Primary PCRwith Advantage® Ganomic
GSP1 Polymerase Mix [comtains TthStart Antibody)
[ :
G?iﬁ Sacondary or nested” PCR with
Advantage® Ganomic Polymeraze Mix
I ]

Examine products on
an agarces/EtBr gal

M1 2 3 4 M

= = LD
= e =

0.5

I

= Clona & charaetenze major PCR products
= Testfor promatar activity by cloning into reportarvector
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II. Annexe 2 : Phylogénie des Légumineuses

A : Analyse du gene rbcL (Wink, M. 2003). Pap : Papilionoideae, Mim : Mimosoideae,
Caes : Caesalpinioideae.

oulgroup

Lokeae’
Coronilleas (3.13)
Robinieae (3,
km;m(?m}
) ] Clcereas (3.20)

-| Videae (3.19)

7| Teifoliese (321)

Galegeae (3.16)

Desmodieae (3.11)

Bhessolene (3.10)

Millemieae (3.7)
Indtigoferas (3.9)
Mirhelieae (3.24)
{Bossiesne 3.23)

PAP

Caemisteae {3.30)

Crotalariess (3.27)

| Thermpsidene (3.29)

Podzlyrieas (3.25)

Sophorese ([1)

Adesrene (3.15)

Diahibergiese (3.5) Aesclynomenese (3.14)
Amorpheae (3.6)

Brongniartiese (3.22)

| Sophorese (3.2)

Acacieas {2.4)

Tngzese {2.5)

MIM

Iirmosens {2.3)

Ceeslpinicac (1.1)
Cassieae {12)

CAES
= POLYGALACFAE

Cercideae(1.3)
Detarieae (1 4)
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B: Analyse de multiples données (non moléculaires) d’apres Chapill
(http://www .botany.uwa.edu.au/systematics/paps.html)

Dialiinae CS

Duparquetia C8
Labichiinae C3
Cercideae clade

P — Ateleia gp SZ
becomtea gp SZ

Swartzia gp SZ
Cordylagp S2
Aldina 82

__: ngylocalyx gp SP

Myrowyior gt
T G

Euchresta

__—— Inocarpus gp SP

— Tipuana gp DB
Baphia gp SP
Amorpheae
Mirbelieae =
Crotalarieae
Podalyrieae
Brongniartieae
Poecilanthe
Sophoragp SP
Genisteae
Ormmosia gp SP
Dussia gp SP
Thermopsis gp TH
Anagyris gp TH
Gl}mynmgﬁ?GG 2 B
Astragalinge GG

Coluteinae GG
" sou Carmichaelieae
Hedysareae
Galega GG
Loteae sl
Trifolieae

apersd proxoydos

ape[d PIaySTUas

aperd prodares

geaprouorideg

Discolobium AE
— Dalbergja gp DB
L— Adesmia
Poiretiinae AE
Stylosanthinae AE
Bryinae DM
Omarpm AR
Aeschynomeninae AE
Dipterygeae
Abrus
Psomleeae
ocalyptus
Ro inieae
I ofereae
(Slglkgesmme PH
Kennediinae PH
Cajaninae PH

TR e Desmodiinae DM
Lespedezinae DM
Glycininae PH
——"E Clitoriinae PH
Phaseolinae PH
Diocleinae PH
_E Eryihraes bH
Wisterieae
Millettieae

ape[) PIOUSWOUAT[Ise

apero projoaseyd
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1. Annexe 3 : liste des espéeces sélectionnees,
origine géographique et fournisseur
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Sous-famille
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Papilionoideae

Tribu

Amherstieae
Caesalpinieae
Caesalpinieae
Caesalpinieae
Caesalpinieae
Caesalpinieae
Cassieae
Cassieae
Cassieae
Cassieae
Cercideae
Cercideae
Detarieae
Detarieae
Detarieae
Detarieae
Detarieae
Detarieae
Acacieae
Acacieae
Acacieae
Ingeae
Ingeae
Ingeae
Ingeae
Mimoseae
Mimoseae
Mimoseae
Mimoseae
Mimoseae
Mimoseae
Parkieae
Abreae
Adesmieae
Aeschynomeneae
Aeschynomeneae
Aeschynomeneae
Amorpheae
Bossiaeae
Brongniartieae
Brongniartieae
Carmichaelieae
Cassieae
Cicereae
Crotalarieae
Crotalarieae
Crotalarieae
Dalbergieae
Dalbergieae
Desmodieae
Desmodieae
Desmodieae
Galegeae
Galegeae
Galegeae
Galegeae
Galegeae
Galegeae
Galegeae
Genisteae
Genisteae
Genisteae
Genisteae
Genisteae
Genisteae
Hedysareae
Indigofereae
Indigofereae
Indigofereae
Liparieae
Liparieae
Loteae
Loteae
Loteae

Loteae

Loteae
Millettieae
Millettieae
Millettieae
Millettieae
Millettieae
Millettieae
Mirbelieae
Mirbelieae
Mirbelieae
Phaseoleae
Phaseoleae

Genre
Acrocarpus
Tamarindus
Caesalpinia
Delonix
Gleditsia
Parkinsonia
Vouacapoua
Cassia
Ceratonia
Dialium
Dicorynia
Bauhinia
Cercis
Brachystegia
Detarium
Eperua
Hymenaea
Intsia
Schotia
Acacia
Acacia
Acacia
Albizia
Albizia
Faidherbia
Pithecellobium
Desmanthus
Dichrostachys
Entada
Leucaena
Neptunia
Prosopis
Parkia

Abrus
Adesmia
Aeschynomene
Arachis
Zornia
Amorpha
Goodia
Hovea
Templetonia
Carmichaelia
Storckiellia
Cicer
Crotalaria
Crotalaria
Lotononis
Dalbergia
Pterocarpus
Alysicarpus
Desmodium
Desmodium
Alhagi
Astragalus
Caragana
Colutea
Galega
Galega
Glycyrrhiza
Cytisus
Laburnum
Lupinus
Lupinus
Spartium
Ulex
Onobrychis
Indigofera
Indigofera
Indigofera
Hypocalyptus
Priestleya
Anthyllis
Hippocrepis
Lotus

Lotus
Securigera
Lonchocarpus
Lonchocarpus
Millettia
Mundulea
Tephrosia
Wisteria
Daviesia
Gompholobium
Viminaria
Apios
Cajanus

Espéce

fraxinifolius

indica L.

bonduc (L.) Roxb.
regia (Hook) Raf.
tricanthos L.

aculeata L.

americana Aublet
occidentalis L.

siliqua L.

guineense Willd.
guianensis Amshoff
natalensis Hook.
siliquastrum L.
spiciformis Benth
senegalense Gmelin
falcata Aublet
courbaril L.

bijuga (Colebr.) Kuntz
afra (L.) Thunb.
dealbata Link

nilotica (L.) Del
raddiana Save
julibrissin Durazz.
lebbeck(L.) Benth.
albida Del.

dulce (Roth) Benth
illinoensis (Michaux) Mac Millan
cinerea (L.) Wight & Arn

rheedii Sprengel = phaseoloides

leucocephala (Lam) De Witt
oleracea Lour

africana (G. et P.) Taubert
biglobosa (Jacqg.) Don
precatorius L.

bicolor (Poiret)DC

indica L

hypogaea L.

glochidiata DC

fruticosa L.

lotifolia Salisb.
acanthoclada F. Muell
retusa (Vent) R. Br.
stevensoni

pancheri Baill.

arietinum L.

eremaea (F.) Muell.
podocarpa DC

sp

purpurescens

rotundifolis (Sonder)Druce
ovalifolius (Schum) Leonard
canadense (L.) DC
glutinosum (Willd.) Wood
graecorum Boiss.
monspessulanus L.
arborescens L.
arborescens L.

officinalis L.

officinalis L. cv lady wilson
glabra L.

sessilifolium (L)Lang
anagyroides Med.

albus L. cv lublan
angustifolius L. cv unicrop
junceum

europaeus L.

viciifolia Scop

astragalina DC

circinata Harvey

dosua

coluteoides (Lam) Dahlgren
myrtifolia (Thunb.)DC
barba-jovis L.

emerus (L.) Lassen
corniculatus L. cv leo
tetragonolobus L.

varia L.

capassa Rolfe

sericeus (Poiret) DC
grandis (Meyer)Skeel
sericea (Willd.) Chev
bracteolata Guill. & Perr.
sinensis

corymbosa Smith
scabrum Smith

juncea Schroder) Hoffsgg
americana Med.

minima (L.) DC

Origine géographique Fournisseur

Sénégal
Afrique
Guadeloupe
Lyon
Sénégal
Guyane

Portugal (Algarve)
sénégal
Guyane

RSA

France (Lyon)
RSA

Sénégal
Guyane
Guyane
Madagascar
RSA
Madagascar
Sénégal
Sénégal

Lyon

RSA
Sénégal
Lyon
Sénégal
Viet-nam
Guadeloupe
Sénégal
Sénégal
Senegal
Australie
Uruguay

Lyon

Australie

Australie

Australie

Nouvelle zelande
Nouvelle Calédonie

Australie
Sénégal
RSA
Madagascar
RSA

Lyon

Canada
Egypte

Lyon,
Villeurbanne
Lyon

vaulx en velin
monsols

Lyon

ardeche (Crussols)
Lyon

corse
monsols

Lyon

senegal

RSA

parc de la tete d'or
RSA

RSA

Lyon

Lyon

Lyon
RSA
Sénégal
RSA
RSA

Monsols
Australie
Australie
Australie
Lyon

Sandeman seeds
P Delobel
commerce

Y Rahbé

B Delobel

A Delobel

Luis Neto
A Delobel

Silverseeds
B Delobel
Silverseeds
A Delobel

SNGF
silverseeds
SNGF

A Delobel
A Delobel
parc

Silverseeds

A Delobel

parc

B Delobel

H Delobel

Y Rahbé

A Delobel

A Delobel

A Delobel
Nindethana seeds
Fac Sci Montevideo

commerce

parc
Nindethana seeds
Nindethana seeds
Nindethana seeds

Endemia

graines Baumeaux
Nindethana seeds
A Delobel
Silverseeds

SNGF

Silverseeds

parc

A.Delobel
parc

B Delobel
B Delobel
B Delobel
B Delobel
parc

B Delobel
B Delobel

INRA

B Delobel
B Delobel
parc

A Delobel
Silverseeds
B Delobel
silverhill seeds
silverseeds
parc

B Delobel

graines Baumaux
parc

Silverseeds

A Delobel
Silverseeds
Silverseeds

B Delobel
Nindethana seeds
Nindethana seeds
Nindethana seeds
parc
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Papilionoideae = Phaseoleae Canavalia brasiliensis Benth Bresil Prof Benildo, Fortaleza
Papilionoideae = Phaseoleae Dioclea grandifolia Benth Bresil sousa cavada
Papilionoideae  Phaseoleae Erythrina crista-galli L. ? Beaumaux
Papilionoideae  Phaseoleae Glycine max (L.) Merr. cv Paoki INRA
Papilionoideae  Phaseoleae Hardenbergia comptoniana (Andrews) Benth Australie Nindethana seeds
Papilionoideae  Phaseoleae Kennedia nigricans Lindley Australie Nindethana seeds
Papilionoideae = Phaseoleae Phaseolus vulgaris L. cv Contender France Vilmorin
Papilionoideae  Phaseoleae Rhynchosia pentheri Zahlbr. RSA silverhill seeds
Papilionoideae = Phaseoleae Strongylodon macrobotrys Gray phillipines parc
Papilionoideae  Phaseoleae Teramnus Vietnam H Delobel
Papilionoideae  Phaseoleae Vigna radiata (L.) Wilczek

Papilionoideae  Phaseoleae Vigna subterranea (L.) Verdc. Tchad Mbailao
Papilionoideae = Phaseoleae Vigna unguiculata (L.) Walp. cv Dall’'oro France graines Baumeaux
Papilionoideae  Podalyrieae Calpurnia aurea (Aiton)Benth. RSA Silverhill seeds
Papilionoideae  Podalyrieae Cyclopia pubescens Ecklon&Zeyher RSA Silverhill seeds
Papilionoideae  Podalyrieae Podalyria biflora (Retz) Lam. RSA silverseeds
Papilionoideae  Psoraleeae Bituminaria bituminosa L. sud-ardeche B Delobel
Papilionoideae  Psoraleeae Psoralea oligophylla Eklon & Zegher RSA Silverseeds
Papilionoideae  Robinieae Robinia pseudoacacia L. Lyon B Delobel
Papilionoideae  Robinieae Sesbania pachycarpa DC Sénégal A Delobel
Papilionoideae  Robinieae Sesbania sesban (L.) Merr. Madagascar Nindethana seeds
Papilionoideae = Sophoreae Baphia massaiensis Taubert RSA Silverhillseeds
Papilionoideae  Sophoreae Bolusanthus speciosus (Bolus)Harms RSA silverhill seeds
Papilionoideae  Sophoreae Cladrastis kentukea (D-C.) Rudd. Lyon parc
Papilionoideae  Sophoreae Diplotropis purpurea (Rich)Amshoff guyane Inra ecol forest (yves Goret)
Papilionoideae = Sophoreae Pericopsis angolensis (Baker) van Meeuwen RSA Silverseeds
Papilionoideae = Sophoreae Sophora arizonica Watson USA desert legume program, arizona uni.
Papilionoideae = Sophoreae Sophora secundiflora (Ortega) DC USA desert legume program, arizona uni.
Papilionoideae = Sophoreae Styphnolobium  japonicum (L) Schott Lyon parc
Papilionoideae = Swartzieae Bobgunnia madagascariensis (Desv) Kirkbr.& Wiersem RSA silverhill seeds
Papilionoideae = Thermopsideae Baptisia australis (L.) Br. Lyon parc
Papilionoideae  Trifolieae Medicago lupulina Monsols B Delobel
Papilionoideae  Trifolieae Medicago sativa L.

Papilionoideae  Trifolieae Medicago truncatula Gaertner cv salernes

Papilionoideae  Trifolieae Melilotus albus Medikus Lyon parc
Papilionoideae  Trifolieae Trifolium fragiferum L. Villeurbanne B Delobel
Papilionoideae  Trifolieae Trigonella foenum-graecum L. ? commerce
Papilionoideae  Vicieae Lathyrus latifolius L. Monsols B Delobel
Papilionoideae  Vicieae Lens (2) culinaris Med.cv “du puy” commerce
Papilionoideae Vicieae Pisum sativum arvense L. Bresil Sousa cavada
Papilionoideae Vicieae Pisum sativum L. cv frisson France INRA
Papilionoideae Vicieae Vicia hirsuta (L)Gray Villeurbanne B Delobel
Polygalaceae Polygala myrtifolia Corse B Delobel
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Iv. Annexe 4 :

fractions

dans

Légumineuses.

lipides% MeOH% MeOH60% H205% H208% residu%

espéce

Abrus precatorius
Adesmia bicolor
Arachis hypogea
Dalbergia purpurescens
Acrocarpus fraxifolius
Bauhinia natalensis
Brachystegia spiciformis
Caesalpinia bonduc
Ceratonia siliqua

Cercis siliquastrum
Delonix regia

Dialium guineense
Gleditsia triacanthos
Intsia bijuga

Schotia afra

Storckiella

Tamarindus indica
Alhagi graecorum
Anthyllis barba-jovis
Astragalus monspessulanus
Caragana arborescens
Carmichaelia stevensoni
Cicer arietinum

Colutea arborescens
Galega officinalis
Glycyrrhiza glabra
Hippocrepis emerus
Lathyrus latifolius

Lens esculenta

Lotus corniculatus
Lotus tetragonolobus
Medicago lupulina
Medicago truncatula
Melilotus albus
Onobrychis viciifolia
Pisum arvense

Pisum sativum
Securigera varia
Trifolium fragiferum
Trigonella foenum-graecum
Vicia hirsuta

Baptisia australis
Bolusanthus speciosus
Calpurnia aureus
Crotalaria eremaea
Cytisus sessifolius
Daviesia corymbosum
Diplotropis purpurea
Gompholobium scabrum
Goodia latifolia
Laburnum anagyroides
Lupinus albus

Lupinus angustifolius
Podalyria biflora
Spartium junceum
Templetonia retusa
Ulex europaeus
Viminaria juncea
Sophora arizonica
Acacia dealbata

Albizia julibrissin
Albizia lebbeck
Desmanthus illinoense
Entada phaseoloides
Leucaena leucocephala
Parkia biglobosa
Prosopis africana
Alysicarpus ovalifolius
Bituminaria bituminosa
Canavalia brasiliensis
Desmodium canadense
Dioclea grandifolia
Erythrina crusgalli
Glycine max
Hardenbergia comptoniana
Indigofera astragalina
Kennedia nigricans
Lonchocarpus capassa
Mundulea sericea
Phaseolus vulgaris
Rhynchosia pentheri
Robinia pseudoacacia
Sesbania sesban

Vigna radiata

Vigna subterranea
Vigna unguiculata
Wisteria sinensis
Amorpha fruticosa
Baphia massaiensis
Pterocarpus rotundifolia
Styphnolobium japonicum
Swartzia madagascarensis
Polygala myrtifolia

moyennes
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sous-famille/tribu
Aeschynomenoide
Aeschynomenoide
Aeschynomenoide
Aeschynomenoide
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Galegoide
Genistoide
Genistoide
Genistoide
Genistoide
Genistoide
Genistoide
Genistoide
Genistoide
Genistoide
Genistoide
Genistoide
Genistoide
Genistoide
Genistoide
Genistoide
Genistoide
Genistoide
Genistoide
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Mimosoideae
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Phaseoloide
Sophoroide
Sophoroide
Sophoroide
Sophoroide
Sophoroide
outgroup

6,4
8
46,4
57
30,7
1
16,6
23
4,9
7,1
7,9
2,3
8
12,7
9,8
0,9
7,2
10,6
15,5
10
15,1
10,7
53
2,4
3,7
13,9
30,1
2,6
4,1
9,1
14,5
6,2

6,3
58
2,9

9,3
9,7
4,6
1,9
10,5
11,5
10,9
5,7
11,6
1,3
47,2
19,7
14,7
1,3
9,3
6,3
14,8
16,7
23,5
10,7
6,2
21,4
8,9
14
7,9
3,8
6,7
11,8
22,7

57
1,3
2,8
9,7
2,6
19,9
20,7
1M1
3,8
11,4
16,6
9,2

5,8
14,1

2,8
5,1
1,2
10,6
10,7
15,6
21,9
9,2
5,6
66,7

11,3

Représentation des différentes

4,3
7,3
2,6
16,9
3,0
1,7
4,3
1M1
1,9
8,2
8,2
4,6
1,2
6,4
3,3
5,0
2,8
8,8
6,7
6,1
57
59
6,4
6,8
6,7
5,4
5,0
1,5
3,6
52
4,0
4,3
4,0
8,1
6,1
3,0
2,1
8,8
58
8,9
5,4
8,6
7,9
10,3
7,3
9,0
58
12,0
5,1
6,6
7,1
8,1
6,8
8,6
7,7
6,3
7,4
5,0
11,0
10,2
12,3
10,3
53
20,3
6,3
10,9
2,0
7,1
12,4
58
8,2
5,4
14,0
9,0
5,4
5,1
6,2
5,1
8,0
4,5
4,6
4,2
57
3,3
53
4,6
11,0
11,0
7,1
10,1
5,6
6,3
4,8

6,9

la

6,6
5,6
2,1
10,1
4,5
4,1
4,4
14,2
1,6
6,2
9,7
5,1
11,4
4,6
4,5
4,7
4,9
12,6
4,4
6,7
9,0
8,2
6,4
12,0
9,0
10,1
6,5
6,8
45
8,5
4,9
8,8
5,6
7,2
9,1
6,3
7,5
9,2
8,5
10,5
6,2
9,0
9,0
5,5
8,4
10,9
10,8
5,9
11,3
6,5
8,3
8,7
4,6
8,0
10,5
9,6
8,0
6,3
9,9
14,7
13,6
14,5
6,8
16,7
8,0
10,7
3,9
8,4
73
9,8
7,8
9,9
7,7
3,1
9,4
5,9
10,9
15,0
9,9
2,3
8,3
8,3
8,4
6,2
0,0
3,9
16,0
4.8
5,6
47
7,6
6,3
2,6

7,8

3,5
3,8
2,3
4,4
3,9
2,6
3,2
6,0
9,6
2,5
9,5

12,1

10,9
3,2
7,5

12,0
3,7
7,8
6,6
6,8
5,5
71
49
6,7
5,1
5,7
3,7
4,0
45
5,7
6,0
9,3
9,3
5.2
5.2
47
42
49
42
9,8
3,4
5,1
53
4,1
43
43
46
2,4
5,4
4,1
5,1

10,7
2,6
43
4,0
47
4,4
8,6
42
5,8

18,3

11,3
9,4
7,7
7,8
4,1

12,6
5.2
2,9
7,2
7,6
6,4
3,2
5,9
6,3
3,6
7,8
73
6,2
49
3,1
7,2
5,4
3,4
7,0
5,5
7,4
5,6
2,7
48
6,8

12,6
1,4

6,0

farine

5,1
9,2
0,0
5,0
7,0
5,1
6,9
7,1
6,7
2,0
19,7
11,9
13,3
7,4
29,6
6,1
8,0
3,3
10,3
10,1
10,0
1,1
9,3
8,8
7,8
3,9
43
12,3
10,3
45
8,3
11,3
45
6,4
10,9
11,9
9,6
12,4
6,1
7,4
12,7
12,4
93
5,8
12,0
5,6
11,9
6,9
8,1
5,8
14,0
12,8
11,9
16,8
3,0
10,3
11,9
10,6
8,4
8,2
6,2
10,0
6,6
9,5
8,1
10,9
16,3
9,4
7,6
16,6
9,6
4,9
6,8
7,8
12,0
8,1
10,7
8,5
15,8
10,6
14,2
12,0
57
11,2
12,6
10,1
72
10,1
4,7
21,4
8,8
15,8
1,7

9,4

65,5
54,2
39,5
47,2
46,8
57,8
54,2
29,8
65,0
62,5
36,7
55,2
32,1
62,2
34,8
61,3
63,3
46,1
43,6
50,6
46,2
49,2
53,7
55,6
62,1
53,2
40,4
58,2
58,6
57,0
53,2
45,5
47,7
55,9
52,6
54,3
61,7
46,6
58,0
40,8
61,2
42,5
48,9
55,3
55,8
50,3
55,8
18,8
39,3
54,8
45,5
45,9
54,6
29,9
50,0
39,6
46,0
55,7
34,7
40,5
24,3
33,1
57,5
29,5
48,3
29,7
51,9
54,5
49,2
52,1
44,7
54,9
37,7
38,1
47,9
65,1
47,2
37,4
45,1
60,7
56,5
46,2
57,0
57,8
57,7
59,9
37,1
44,9
54,9
26,4
53,8
41,8
17,3

48,4

somme non réserve

91,5
88,2
92,8
89,3
95,8
92,3
89,6
91,2
89,7
88,5
91,7
91,3
86,9
96,5
89,6
90,0
89,8
89,2
87,0
90,3
91,3
92,2
86,1
92,2
94,4
92,2
90,0
85,4
85,6
89,8
90,9
85,5
71,2
89,2
89,7
83,1
88,0
91,2
92,2
82,1
90,8
88,0
92,0
91,9
93,5
91,7
90,2
93,2
89,0
92,6
91,3
95,5
86,8
82,3
91,9
94,1
88,5
92,3
89,5
88,3
88,7
87,2
89,5
90,5
90,3
89,0
91,9
90,3
90,8
94,4
87,6
84,1
89,3
84,6
92,1
91,7
94,2
90,0
94,2
86,1
92,5
92,0
88,1
84,6
87,7
85,3
89,3
87,0
90,7
89,4
91,8
88,4
94,5

89,7

19,6
25,9

6,9
36,4
18,3
23,5
18,8
38,4
19,8
18,9
47,1
33,7
46,8
21,6
45,0
27,8
19,3
32,5
27,9
29,7
30,1
32,3
27,0
34,2
28,6
25,1
19,5
24,5
23,0
23,8
23,1
33,7
23,4
26,9
31,3
25,9
23,3
35,3
24,5
36,7
27,7
35,0
31,6
25,7
32,0
29,9
33,1
27,2
30,0
23,1
34,5
40,3
25,9
37,7
25,2
30,9
31,7
30,4
33,4
38,9
50,4
46,2
28,2
54,3
30,2
36,7
35,0
30,1
30,3
39,4
33,2
26,6
31,7
25,8
33,1
22,8
35,6
35,9
39,9
22,3
30,2
31,7
25,1
24,0
24,9
24,2
41,6
31,4
20,2
41,1
28,8
41,1
10,6

30,1

d'especes

La somme des

de

fractions est

inférieure a 100% a cause des
pertes a chaque étape.

non réserve :

somme des

fractions hors lipides et résidu.
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v. Annexe 5 : Temps létaux 50

TL50 des différentes fractions de graines des especes végétales sélectionnées sur S. oryzae de
souche sensible (S) et résistante (R).

Les toxicités différentielles R/S significatives (pgqw<0,0010) sont soulignées, et indiquées en gras dans le

cas de différentiel total (pas (>20) ou tres peu (>15) de mortalité).

Sous-famille ou TL50 pour chaque combinaison fraction/souche de charancons (Erreur
clade Espeéce standard)
(Papilionoideae) MeOH MeOHG60 H,05 H,08 Résidu
S R S R S R S R S R
Cassia occidentalis >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 § >20 | >20 >20 | >20
Cercis >15 | >I15 ) 57 | >15 | >20 | >20 | >20 | >20 4,2 4,8
° siliquastrum (0,6) 0,3) | (0,4)
_fé Ceratonia siliqua >20 | >20 | >20 | >20 | >15 | >15 | >20 | >20 5,3 5.4
3 (0,6) |(0,3)
.g_ Delonix regia >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 >20 | >20
s Gleditsia tricanthos | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 >20 | >20
5‘ Intsia bijuga >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 >20 | >20
Schotia afra >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20
Tamarindus indica 6.1 | 11.7§ >15 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 >15 >20
04 | (1,2)
Acacia 106 | >20 J 13,0 | >15 J 12,0 | >20 | 13,0 | >I5 6.9 8.4
° dealbata (0,7) (3,9) (0,8) (1,0) 0,2) |(0,3)
§ Albizia 4,1 43 | 4,7 4,7 49 | 6.8 | 7.1 | 11.8 6.1 8.4
2 lebbeck 0,5 ] (0,4)10,3)| (0,4 §0,3)]0,2)§(1,0)| (0,7) | (0,3) | (0,3)
é Albizia 93 | 129] 6.1 8.1 7,0 | 90 | >15 | >20 | 10,0 | >20
§ Julibrissin (0,6) | (0,4)4(0,5) | (0,2) §(1,0) ] (0,5) (1,8)
Parkia biglobosa 7,0 | >20 § >20 | >20 § >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20
0.8
Amorpha fruticosa 59 | >15 105 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20
(U%)) (1,9
] Bobgunnia >20 | >20 | 5,2 4.8 8,7 | 83 6,0 5,7 6,2 6,1
% madagascarensis 0,4)] (0,3) 1(0,6) ] (0,5 1(0,6) | (04) ] (04) | (04)
E Pterocarpus 138 | >20 | 4.2 4,5 3,8 4.4 3.6 5.1 39 5.2
& rotundifolius 0,7) 0,3) | (0,2) §(0,2) | (0,4)]1(0,2) | (0,3) § (0,2) |(0,2)
5}
Styphnolobium | 39 | >20 | 5.2 | >20 [ 57 | >20 | 54 | >20 | 49 | 69
japonicum (0,2) (0,5) (0,5) (0,7) 0,5 |(0,4)
Baptisia australis 72 | >20 1 9.0 | >20 | >15 | >20 | >20 | >20 >20 | >20
0.7 (1,9
Bolusanthus speciosus | 4.6 4,1 4,9 4,0 6,5 5,7 9,1 10,2 5,7 5.4
(0,3) 1 (0,3) 10,5 | (0,2) §(0,4) | (0,6) 10,5 | (0,51 (0,3) [ (04
Calpurnia aurea 3,9 4.5 3.8 4.9 46 | 84 6.0 | >15 4,6 5,0
03)102)§©.2) ] (0,2) §(04 | (0.7 )04 04 |05
Crotalaria eremaea 6,3 5.9 5.6 4,3 6,4 6,0 9,7 11,5 5,7 5,0
04 102)§(03)| (04) 10,3 | ANH|O7 | 03 | 04 |(©0.2)
é’ Laburnum 9.0 | >20 | 59 >15 | >20 | >20 | >20 | >20 8.0 | 13.0
3 anagyroides (1,9) 0,5) 04 |19
8 Lupinus albus >20 [ >20 [>20 | >20 167 192154 175 99 |154
) O 112101 (1,00 ] ©0.6) |(0,5)
Lupinus angustifolius | 11,3 | >15 | 11.4 | >20 9,1 12,21 6,8 4,9 6.9 8.2
(0,6) (0,4) 0,5 (0,9 10,6)] (0,3) ] (0,5 |(0,5)
Sophora arizonica 5,6 4,6 5.4 5.2 53 8.8 74 | 11.7 6.8 9.0
0,5 ] (0,2)§(0,3)| (0,5 §0,3)| 0,704 | (0,5 1 (0,3) | (0,6)
Templetonia retusa 55 | >20] 54 4,6 11,2 >15 ] 82 9,8 6,9 7,7
(0,4) 0,2) | (0,2) 1(0,9) 0,5 ] (0,7 ] (0,5 | (0,4)
Ulex >15 | >20 | >20 | >20 § >20 | >20 § >20 | >20 >20 | >20
europaeus
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Anthyllis barba-jovis | >20 | >20 | 3,7 49 37 | 44 1 39 5.6 4,1 4,5
04| 0,3) §0.4)](0,2)1(0,2) | 0,7 ] 0,3) |(0,3)
Astragalus >20 | >20 ) 66 | 130 § 9.5 | 11,5 >20 | >20 9.6 >15
monspessulanus 0,4 | 04) 1(1,8)|(3,06) 0,6)
Caragana >20 | >20 | 5.0 6.3 12,7 | 12,4 1 >20 | >20 >20 | >20
arborescens 04 | 0,4 §0,2) (0,2
Carmichaelia 7.7 | >20 | 5,3 6,4 47 | 6.0 4.8 7.5 6.1 8.6
stevensoni (0,6) 0,4) | (0,3) §(0,1) | (0,2)]1(0,2) | (0.3) f (0,.4) | (0,3)
Cicer arietinum >20 | >20 §13.0 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 >20 | >20
(3.9
Colutea 66 | >20 | 5,0 6,2 50 | 62 | 5.0 1.6 6.3 8.3
arborescens (0,5) 0,6) | (0,4) (0,5 |(0,2)]1(0,5 | (0,2) § (0,4) | (0,4)
Hippocrepis emerus >20 | >20 | 5.0 8.2 6,6 | 82 | >20 | >20 6.9 9.6
04| ©.2) 10,3 [0,2) ©0,3) 10,3
Lathyrus latifolius >20 | >20 §14.7 | >20 | >15 | >15}) 39 | >20 6.7 >20
é (1,9) ©0,2) 04
:§n Lens culinaris >20 | >20 ] 46 | >20 | 5.7 | >20] 46 | >20 54 | >20
= 0,2 04 ©0,2) ©, 1
&} Lotus corniculatus >20 | >20 § 7.3 9,1 5.0 7.4 | >20 | >20 7,7 7,2
©0,6)| 0,2 10,7 |(0,2) 04 10,5
Lotus >20 | >20 [ >15 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | 10.6 | >20
tetragonolobus 0,3)
Medicago truncatula 39 8.8 35 3,6 45 | 64 4,6 52 4,3 52
04 1061031 02§02 ]03]0O3)]O2]F O4 [0.2)
Melilotus albus 59 | >20 | 4.7 9.0 >20 | >20 | >20 | >20 5.2 >17
0,5 04 | 1,9 0,2
Onobrychis viciifolia | >20 | >20 | 5.8 | >20 56 | >20 | 6.5 | >20 53 8.2
0,2) 0,3) 0.,5) 0,3) | (0,6)
Pisum sativum >20 | >20 | 4.5 >20 5.7 | >20 ] 50 | >20 5.3 >20
(0,2) 0.,4) 0.,4) (0,3)
Trigonella 4.8 62 | 45 52 99 | 124 ] 13,7 | 15,1 6,3 6,7
foenum-graecum 0,3) 1 (0,51 0,3)| (0,5 §0,9) |(©,7]0,6)| (0,3)] (04) |(0,3)
Vicia hirsuta >15 | >15 ] 5.0 >20 6.1 | >20 | 5.0 | >20 6.2 >20
(1,3) 0,4) 0,4) 0,7)
" Abrus >20 | >20 ] 6.6 | >20 | >20 | >20 | 5.5 | >20 55 7.8
< precatorius (0,9) (0,1) 0,2) |(0,3)
g Adesmia >20 | >20 [100 | >20 | >20 [ >20 [>20 | >20 | 89 | 136
E bicolor (1,3) 0,7) | (0,9
a Arachis >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 9.0 >20
35 hypogaea
3 Dalbergia 4,7 53 177 | =15 | >15 | >15 ] >20 | >20 7,5 7,9
purpurescens 04) | (0,4)1(0,7) 0,7) |(0,9)
Alysicarpus >20 | >20 | 6.7 >15 | >20 | >20 | >20 | >20 7.3 9,1
ovalifolius 0,7) 0,4) | (1,1)
Bituminaria 5,6 6,0 | 4.7 77 (118 | >20 | 83 | >20 5.2 8.2
bitumifolia 0,4 | 0,4010,3) | (0,2) §0,3 0,4) 0,4) |(0,3)
Canavalia >15 | >20 | 3.8 3,8 4.8 53 44 5.7 >20 | >20
é brasiliensis 0,2) | (0,2) §(0,4) | (0,2)](0,3)]| (0,2)
S Desmodium 5.5 | >20 ] 49 7.2 54 | 87 | >15 | >20 6.7 >20
3 canadense 0,4) 0,2) | (0,5 §(0.,5 | (0,4) (0,6)
E_:‘ Dioclea grandiflora | >20 | >20 | 5.1 | >20 | 4,7 | 48 | 10,7 | >20 | >20 | >20
A (0,3) 0,3) | (0,2) 1 (0,9)
Glycine max 72 | >20 ] 6.5 | >20 | >20 | >20 | 10.8 | >20 8.0 >20
0.9 0,9 0.,6) (1,3)
Hardenbergia >20 | >20 | 4.6 5.7 45 | 6.7 4.7 8.4 4.3 7.3
comptoniana 0,2) | (0,3) 1(0,2) | (0,1)1(0,2) | (0,5 § (0,2) | (0,3)
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Phaséoloides

Indigofera >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 6,3 7,0
astragalina 0,3) |(0,6)
Lonchocarpus >20 | >20 | 3.2 4.3 34 5.0 39 7.6 44 6.4
capassa 0,3) ] (0,2) 1(0,2) | (0,2)1(0,2) | (0,3) ] (0,2) | (0,2)
Mundulea sericea 6,8 6,0 6,2 6,0 >20 | >20 | 11.0 | >20 5.8 | 14.0
0,3) | 0,5 1(0,6) | (1,3) 0.8) 04 113
Phaseolus vulgaris >20 | >20 1 6.3 | >20 | >20 | >20 | 8.7 | >20 | 10.6 | >20
0.3 0.9 0,2
Rhynchosia pentheri | >20 | >20 | 5.1 | >20 | 85 | >20 | 5.2 6.5 >15 | >20
0.3 0,1 0,3) ] 0.1
Robinia pseudoacacia | 3.7 | 49 | 3.7 6.5 58 | 9.0 | 3.7 4.9 4.0 5.5
0,3) 1(0,2)§(0,2) | (0,3 0.2 | (19]O4 | (0,2) § (0,8 |(0.,3)
Sesbania sesban 142 | >20 | 3.9 6.2 5.4 6,6 5.9 7.2 4.8 7.2
(0,9) ©0,2) | (04) §10,7)]0,2)10,4) | (0,3) ] (0,3) | (0,5
Vigna unguiculata >20 | >20 | 5.5 >20 49 | >20 ] 46 | >20 | 134 | >20
(0,5) (0,2) (0,3) 0,7)
Vigna subterranea >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | >20
Wisteria sinensis >20 | >20 | 4.5 6.4 4.6 6.6 5.8 1.7 >20 >20
O, 7] 03 04 030D ]| (0,2
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vi. Annexe 6 : Plasmide et séquences

A : carte du plasmide pET-32a et séquence de son multi-site de clonage.

B : séquence de la protéine de fusion TRX-DP-M-PAIb.

SDKIITHLTDDSFDTVDLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDE
IADEYQGKLTVAKLNIDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAA
TKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHMHHHHHHSSGLVPRGSG
MKETAAAKFERQHMDSPDLGTDDDPMASCNGVCSPFEMPPCGT
SACRCIPVGLVIGYCRNPSG
La partie encadrée a ét€ modifiée par rapport au plasmide pET32 par insertion
d'oligonucléotides, en conservant les sites BglIl et Ncol (EIMorjani et al., 1997). La
séquence correspondante de TRX-DDDDK-M-PAT1b est :

-PDLGTDDDDKAMASC-
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Diversité structurale et d'activité biologique des albumines entomotoxiques de type Alb des
graines de Légumineuses.

Résumé :

PA1b (Pea Albumin 1 sous-unité b), une knottine toxique de 37 acides aminés, présente un grand
intérét dans la lutte contre les charancons des céréales (Sitophilus spp.), principaux ravageurs des
céréales stockées.

Afin de mieux connaitre la nouvelle famille peptidique de PA1b, sa variabilité tant structurale que
d'activité biologique a été étudiée au sein des Légumineuses. Apres avoir validé notre approche sur
4 especes végétales "test", nous avons caractérisé 24 genes homologues chez 18 especes de
Papilionoideae. De plus, l'activité insecticide d'extraits de graines de 60 especes des trois sous-
familles de Légumineuses a été déterminée sur charangons de souche sensible et résistante a PA1b.
Afin de relier variations de structure et d'activité, une approche par mutagenese dirigée a été
envisagée. Un systeme d'expression bactérienne et de purification de PA1b a été mis au point.
Bien que de masse conforme (cystéines oxydées), le peptide recombinant ne présente pas d'activité
biologique.

Variability in structure and biological activity of Alb insecticidal albumins from legume
seeds.

Résumé :

PA1b (Pea Albumin 1 subunit b), a 37 amino acid cystine-knot toxin, is of great interest for the
control of cereal weevils (Sitophilus spp.), major pests of stored cereals.

To know more on the new Alb family, its variability in structure and biological activity was
studied. After the validation of our approach on four "test" plant species, we characterised 24
homologous genes from 18 Papilionoideae species. Moreover, the insecticidal activity of seed
extracts, from 60 species belonging to the three legumes subfamilies, was determined on weevil
strains susceptible and resistant to PA1b. To link structure and activity variations, a mutagenesis
approach was proposed. A bacterial expression and purification system for PA1b was determined.
However the recombinant peptide was not biologically active, despite harbouring the expected
mass (with three oxidised disulfide bridges).



