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Résumé 

C'z.1.l/t?tL1t11i:/Jtl})) lirldtw.urt/J.Jw1tl})) est une moisissure responsable de l'anthracnose chez le haricot. On 
attribue à l' endopolygalacturoMZe ( endoPG) sécré1?e par le champignon un rôle détermme.nt dans la 
pathogerièse. L' endoPG hydrolyse en effet l'acide polygalacturoniq ue, une composante architecnirale 
importarlt.e de la paroi végétale . Daris ce mémoire sont proposés un protocole de production de 
l' endoPG par fermentation d • un milieu liquide en présence du champignon et Uil protocole de 
purification de l I endoPG. L • enzyme purifiée a été caractérisée. Elle est iristable et se consezve mal à 
4'C. L' endoPG est une protéine faiblement glycosylée de 37. 000 daltons ayant un pHi de 6 ,5 et qui 
présente un optimum tl'Jenniq ue à so·c et un pH optimum compris entre 5 et 5 ,5 . L'enzyme est 
ince.pable d'hydrolyser un gel petta1?-calcium. En outre , il a été démontré , à l'aide d 'url sérum 
anti-endoPG, que la. race P de C'. lfndt>J))lftf.llit11ll})), non virulente sur le haricot var. Roi des Beurres et 
la race b~rambara, vuulente , possèdent la. même endoPG. Ceci prouve que l'endoPG ne peut 
expliquer, à elle seule , la virulence du champignon sur le haricot. 
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Avant-propos : but du travail et logique poursuivie 

Le tïavail présenté ici porte essentiellement sur une enzyme de 
Colletotrk:hum lindemuth1anum - une moisissure -, agent causal de 
l'anthracnose chez le Haricot. 11 s'agit d'une endopolyga lacturonase (endoPG). 
C'est une enzyme exocellul aire secrétée par C lindemutlï1anum qui joue un 
rôle important lors de l'infection du Haricot par le champignon. L'endoPG es t 
en ef fet capab le d'hydrolyser spéci f iquement certains polysaccharides de la 
paro i végéta le. 

Le but ini t ial de mon mémoire étai t de mettre au point une méthode simple de 
;::_:-;f ·.ca: !on de 1endoPG: réali ser une co lonne de chromatograph ie d'affin ité. 
Cec î s'inscrivant dans un programme plus large où l'on vise à plus ou moins 
long terme à util i ser des enzymes dégradant spécif iquement certa ins motifs 
polysaccr,aridiques de la paroi végétale pour en étudier sa composit ion et sa 
st ructure molécula ire compl exe. La purification de l'endoPG de C 
lmd2mutlïia.r;um s'étant avérée satisfa isante, nous avons caractérisé 
l'enzyme et produit un sérum anti-endoPG, lequel pouvait dès lors servir à une 
étude 1rnmunocytochirn ique de l'infection du Haricot par C lindemutlïianum. 

Parce que l'endoPG est une pectinase, une enzyme qui dégrade la pectine, on 
trouvera dans l'introduction un résumé de la littérature sur ce groupe 
d'enzymes et d'abord sur leur substrat , les substances pect iques. 
Une synthèse des données connues jusqu'à ce jour sur les interactions entre 
le har·i cot et son pathogène lors de l'infection est également proposée. 
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cellulose 
mlcrofibril 

c.2• bridges between 
pectin molecules 

neutral pectin molecule 

hemiœllulose molecule 

fig. 1. 1. : [ 24) Représentation schématique simplifiée de la paroi primaire 
montrant comment les 2 composantes majeures, les microfibrilles de cellulose et la 
matrice de pectine et d'hémicellulose peuvent être imbriquées l'une dans l'autre. Les 
molécules d'hémicellulose sont liées à la surface des microfibrilles de cellulose par 
ponts hydr·ogènes. Certaines de ces molécules d'hémicellulose se lient avec des molécules 
pectiques acides via des petites molécules pectiques neutres. Des glycopr·otéines 
r·enfor·cent encor-e l'intégr·ité de la paroi . 



1. Introduction 

1. 1. Les substances pectiques [ 1,2,3) 

Le terrne de substances pectiques désigne un ensemble de polyos ides 
étroitement associés, caractér·istiques de la paroi primai re et de la larne11e 
mitoyenne des végét aux. La paroi des cel lules végétales est une structure 
complexe semi - rigide, entourant la membrane cytoplasmique et constituée 
d'un réseau fibrillaire de cellu lose noyé dans une matrice amorphe de 
pectines et d'hèmice11ulose. (fig. 1. î) Elle assure la croissance par élongat ion, 
la morphologie des organes et protège la cellule de la désriydratation, des 
chocs osmotiques et des infections virales, bactériennes ou fongiques. 
La lamelle mitoyenne est la zone intercellulaire qui assure la coriésion du 
t issu végéta l; elle est constituée essentiellement de substances pectiques. 
Les parois primaires sont typ iques des cellules jeunes en croissance ou 
indifférenciées. Cette paroi est constituée de 90% de polyosides, dont plus 
d'un tiers sont des substances pectiques et de 10% de protéines. Dans 
certa ins cas encore, comme le mésocarpe des fru its ou les cellules cultivées 
en suspension, on ne rencontre que des par-ois primaires. 

Les substances pect iques offrent des applications technologiques 
intéressantes. Les pect ines sont utilisées comme additifs alimentaires pour 
leurs propriétés épa iss issantes et gélif iantes. Ces po lysaccharides 
permettent de contrô 1er la texture de nombreuses préparat ions < les 
confitures par exemple) sans en modifier le goût. Les pectines présentent 
aussi un intérêt médical. Les pectines HM (Hauternent Métriylées), 
antihérnorragiques et cicatrisantes, antid iarrhéiques, antivomitives et 
détoxifîantes, sont utilisées dans des traitements de gast rites et d'ulcères. 
Ell es contribuent également à la réduction du taux de cholestérol dans le sang 
et de lipides dans le foie. Quant aux pectines U"I (Faiblement Méthylées), qui 
ont la propr iété de complexer· fortement la plupart des cations multivalents 
et plus particulièrement certains métaux lourds, elles facilitent 
l'élimination de plusieurs de ceux- ci dont le plomb et le strontium. 

Les substances pectiques sont des polysacchari des hétérogènes; elles sont 
constituées de pl usieurs composantes polysaccharidiques. Aussi, avant 
d'aborder leur structure dans la paroi végétale, faut-il avoir quelques notions 
de leurs différentes composantes. 
Les substances pectiques ont des domaines acides et des domaines neutres. 
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fig. 1.2. Oses constitutifs des polyosides pectiques 



neutral pectin chaim ca, be attached here 

backbone of a1 -+ 4 linked galacturonic acid (Gua) 
midues, some of which are m.thylated 

occasional 1, 2-linked rhamnose ( Rhm) 
residues produce kinks in the chain 

f1g. 1.3. [24] Str-uctur-e d'un rr1arnnogalactur-onane 

Muin c-hain 
-4«Ga1Al-( 4«Ga1Al- ).4«GalAl-:?trRhal-4«GalAl-:?crRhal-4aGalAl-

3 4 4 
î t î 

,-,....-..,R R R , R , - R 1 
l • .. 

Rhamnosc may be dispcrscd or alternating with galacturonic acid in branched blocks. 
A variable proportion of the galacturonic acid rcsidues carry -CO1 Mc and. in some pectins. -OAc 

groups. 

Major side-chuins 

R 1 oAra 1- [52Ara l),52Ara 1 52Ara 1-
3 
î 
1 

2Ara 

The proportion of branch points varies greatly. 

R2 {JGal 1-4//Gal t-(4/JGal 1),-4/JGal 1-
3 
î 
R, 

R3 {JXyl 1-: may have galactose or fucose attached to 0-:? 

R4 Api J-3Api 1-

Rl and R,. are major side-chains of certain unusual pectins. 

fig. 1.4. : [ 4) Cr1aînes majeures des polysaccr1arides pectiques 

-· 1 1 1 --, 
1 

-------,,------~ ,-,-
' 

flcan 2. Blod structure of pectins. ( O I Methyl-csterificd 
placturonan block: (el non-cstcrified galacturonan block: IWI 
rhamnosc: (--1 plactan side-chain: (- - - 1 arabinan sidc-chain. 

fig. 1.5. : [ 4] Organisation en bloc des pectines 



Les domaines acides sont composés de chaînes pectiques acides qui 
cont iennent de nombreux résidus aciLie uronique -essentiellement des 
rés idus acide galacturonique- . Les acides polygalacturon iques ou 
galacturonanes sont formés uniquement d'acide galacturonique (fig. 1.2.). Les 
aci des pect iques cont iennent en plus une proportion plus ou moi ns grande 
d'oses neutres -les rhamnogalacturonanes par exemple (fig. 1.3.) - ; leurs se ls 
sont les pectates. Les acides pectiniques sont des acides pect iques don t 
certai nes fonct ions carboxy liques sont estérifiées par du méthano l. 
Les domaines neutres sont composés essentiellement d'arabinanes (polymères 
de l'arabinose), de galactanes (polymères du galactose), de xy lanes 
(po lymèr-es du xylose ), de fucanes (polymères du fucose) et d'ap ianes 
(po lym ères de l 'api ose ). 

1.1.1. Structure des subs tances pectiques dans la paroi végétale [4] 

Dan::, la paroi vé9étale, les substances pectiques appara1ssent très hydr-atées 
et t rès ram i f 1 ées. 
Le squelette principa l des substances pectiques est constitué par des 
enchaînements C(,( 1-4) de rés idus acide galacturoni que pouvant être 
estér' if iés - généralement méthyl estérif iés- interrompus par des rés idus 
rriarn -iosy ls qui 1ntroduisent des coudes par leur insertion C(,( 1-2) : 1 l s·ag1 t 
d'un rr,amnoga lacturonane. 
Les cha înes latérales majeures qui se gref fent sur ce squelette principal 

sont des arab inanes, des ga lactanes, des arab inogalactanes qui se lient sur le 
carbone 4 des résidus rhamnosy ls, des xylanes et apianes qui se lient sur le 
carbone 3 de certains rés idus acide galacturonique. (fig. 1.4.) 
En fa1t, les pect ines sont organisées en différents blocs 
rhamnogalacturonanes. Des blocs hautement méthylestérifiés alternent avec 
des blocs linéaires non ramifiés de degrés d'estérification variables. (fig. 
1.5.) Les blocs 11néa1res, non ramifiés et non estér'ifiés - c-à-d. les 
ga lacturonanes ou acides polygalacturoniques - peuvent s'agréger grâce à des 
liaisons avec le calcium pour former des zones de jonction qui maintiennent 
la structure d'un gel -la matrice amorphe des parois végétales - . (fig. 1.6.) 

1.1.2. Proprlétés et structures des ge ls pectate-ca lcium (5) 

Depuis longtemps déjà, on avait remarqué que lorsqu'on ajoute des ions ca2+ 

à une solution de pectine, ces molécules s'associent pour former un gel semi-
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26 
SOL~ 

Junction zones 

1 

1 2. .. 
o s Ca 

f1g. 1.6. : [25] t··•iodè1e rnontr·ant. cornrnent des zones de 
jonction maintiennent la structure d'un gel. 

(a) (b) (c) 

fig. 1. 7. Représentation schématique du modèle en "egg-box" proposé par Rees et ses 
collaborateur·s. 
( a) une chaîne homopolygalacturon1que chargée négat1vement s·assoc1e de façon coopérat1ve 
avec une deuxième via des ions ca2+. 
(b) unité répétitive de la boite à oeufs : détail. 
( c) agrégation en feuillet des dimères en présence d'un excès de calcium . 



rigide. Pourtant, ce n'est qu'au début des années '70 que l'on a commencé à 
s· intéresser à ces ge 1 s. 
Rees et ses collaborateurs ( 1982) ont proposé un modèle en deux étapes de 
l'association coopérative entre chaînes d'ac ide homopolygalacturonique via 
des ions calcium. Une dimérisation initiale de chaînes pectiques de symétrie 
hé li coidale 21 se réalise par liaison coopérative du calcium sur les races 

internes de ces chaînes. L'association est coopérative parce que la liaison du 
premier cation entre une paire de chaînes provoque un alignement qui facilite 
la liaison des cations suivants, et ainsi de suite le long des deux chaînes. 
Cette forme d'association a été appe lée "egg-box". Un excès de calcium peut 
induire l'agrégat ion de ces dimères préformés en tétramères, hexamères, .. . , 
mais l'énergie de liaison de ces associations ultérieures est plus fa ible que 
ce lle libérée lors de la formation de dimères. (f ig. \. 7. ) 
On a montré que les liaisons calcium avec des oligomères 
homopolygalacturonates ne sont stables qu·au-delà d'une longeur minima1e 
crit ique des oligomères; ceci traduit l'engagement coopératif des chaînes 
impli quées dans l'association. On a montré en outre que l'association en boîte 
à oeufs Cegg-box) n'est vraiment stable qu'à partir d'un degré de 
po lymérisat ion de 14. 

1.2. Les enzymes pectolytiques [ 1,2] 

Ces enzymes j ouent un rôl e fondamental dans les modifications des 
substances pect iques, entre autres pendant la maturat ion des fruits. El les 
sont aussi libérées par toute une série de pathogènes pour attaquer la paroi 
végétale. 
En ra ison de leur spécificité, les enzymes pectolytiques sont des outils 
préc ieux dans l'analyse structurale des substances pectiques. De la même 
t'açon que les enzymes de restriction en génétique moléculaire permettent de 
couper du DNA en des séquences bien définies et de faire des cartes 
génétiques de restricti on, on pourrait utiliser les enzymes pect olytiques pour 
mieux comprendre la structure des substances pectiques. 
Les enzymes pecto lytiques sont également utilisées dans l'industrie 
al imentaire; surtout pour la clarification des jus de fruits par hydrolyse des 
pectines. 

6 



Pectinestérase Exopolygalacturonase Enoopolygalacturonase Exopectatelyase Enoopectatelyase Enoopectinlyase 

numero E.C. 3.2.1. 11 E.C. 3.2. 1 6 7 E.C. 3.2. 1. 15 E.C. 4.2.2.9 E.C. 4.2.2.2 E.C. ◄ . 2.2. 10 

criglne fruits fruits fruits 
moisissures moisissures moisissures moisissures moisissures 

bactéries bactéries bactéries bactéries bactéries 
levures insectes 

réaction saponification hydrolyse hydrolyse fl-éhmination Il-élimination fi-élimination 
extrémité réductria: extrémité réductrice hasard extrémité réductrice hasard hasard 

COOH libre 

substrat préférentiel pectines pectates pectates pectates pectates pectines 

pH optimum 4- 5 moisissures 4-5 4- 5 8-8,5 8-8,9 5-6 
7 - 8 véget8UX 

r· optimum 55- 80"C 40- 60"C ◄o - 5o·c 35•c 45-5o·c -

1 de liaisons rompues <100 < 100 <60 <50 <25-30 <20- 45 

produits de 111 réll:tion pectate + methano 1 acide galacturonique mono-di - trimères acides acides acides methyls 
d'acide galacturon,que digalacturoniques oli(J)Qalacturoniques ol i!J)galacturon iqu~ 

insaturés insaturés insaturés 

11:tiv11teurs ,ons monovalents ou divalents en faible con œntr11tion cations divalents Cll2+ indispensable cations divalents 

tab. 1. 1. [ 1] Les enzyme pectolytiques dégradant le squelette acide 



1.2.1. Les enzymes dégradant les substances pect iques neutres 

Les études concernant ce groupe d' enzyrnes sont assez confidentie ll es. 
Pourtant leur inté ét pou l'etude structurale des substances pect iques ainsi 
que aans certa ins procédés technologi ques est important. 

Les arabinanases 
Les arabinofuranosidases sont pour la plupart des exo-L- araoi nanases; eIi es 
ag :sserit sur l'arabinofuranose terminal non réducteur en coupant auss i b · e1 
les 1 ;ai sons ( 1- 3) que ( l -5) et en l ibéra .t de l'arab · ose. Les 
arabir-iofuranosidases ag issent éga lemen. sur les po lyosi des co ena:1 des 
motif:, o:,-L - arabinofuranose terminaux en libérant de l' arabinose. 
Des endo-L- arab ·nan2ses ont égal ement été isolées. Ell es hydr-olyse:-,t 
e:-:clus ivern erit l e~. lia isons 1X-( 1-5 ) entre résidus arabinofur·anose. Leurs 
meilleurs substrats sont des arab inanes linéaires (déram if iées par une 
arabmofuranosidase ) et les produits de la réaction sont des 
oligo-arabinosides (tr imères , dimèr·es, monomères). [6) 

Les galoctanases 
Deux types de aa lac tanases ont été isolées d'une part des 
( 1 - 4_) -~-D- ga l actanases et d'autre part des ( 1- 3 ),( 1-6)-~-D-galac ana~.es. 

es o:·ern:ères ac ·ssent sur les qalactananes 1inéa1res ou sur les . ..... .... 

a abinogal actanes de type 1. El les ont été iso ées princ ipal ement de Bac/llu.c 
suof/l1~c; [7] et de P&!7lcl lllum c/trMum [8] . Une C 1-3 ),C 1-6)-~-D- ga lactanase 

a été purifiée à partir• d'un champignon R/Jizopus niveus [9]. 

1.2.2 Les enzymes dégradant le squelette acide 

Ces enzymes sont classées en 2 grands groupes : d'une part les saponifiant.es 
ou pectinestérases, d'autre part les dépolyméri santes qui cata lysent des 
réact ions d'hydrolyse ou de ~-él imination. Le tableau 1.1. reprend leurs 
princ ipales caractérist iques. 

Les pectinestérases 
Elles désestérifi ent les pectines en libérant du méthano l et en produisant des 
pecti nes de fai ble degré d'estérification et de l'acide pectique. (f ig. 1.8.) 
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H20 -
• CH30H 

fig. 1.8. Action des pectinestèrases 

fig . 1. 9. Action des pectines- lyases 

H20 - ♦ 

fig. 1. 1 O. Action des polygalacturonases 



Ell es sont spécifiques de l' ac ide galacturonique. Elles peuvent agir sur les 
es ters éthyl iques, propyliques et aliyl1ques d'acide ga lacturon1que mais avec 
des vitesses de réaction beaucoup plus faibles. Une séquence dé finie d'esters 
rnétl1yliques d'ac1de ga lacturon1 que est nécessa ire à leur acti on et ell es sont 
incapabl es de désestérifier complètement les pectines [ 10) La réact ion est 
amorcée à l'extrém i té réduct ice ou à proximité d'un groupe caboxylique libre 
et procède linéa irement sur une n-,éme cr1aine donnant naissance à des blocs 
de groupements carboxyliques l 1bres extrêm ement sensibl es aux ions ca2+. 

Les pectate-lyases 
E.les cata lysent une ~-é lim ination eiitre rés:c:_;= ::·2:: :.:e g21a:tJr-;x ,1 c;'...i2 non 
es tér 1fiés . Cf ig. 1 8) Les endopectate- lyases (endoPAU attaquent au r1as2ir-d 
la chaîne polygalacturonique, tandis que les e>:opectates- lyases (exoPAU 
agis'3er,t à partir de l'extérnit é réductrice en libérant des dimères. [10] Le 
rnE>illeur substrat es t une pectine de fa;bJe degré d'estér 'ficat ion pou r- les 
endoPAL et un pectate pour les exoPAL. 

Les pectine-lyases 
Les pectine - lyases catalysent une ~-élimination entre res idus d'ac ide 
ga lacturonique es téri fiés. (f ig. 1.9) Toutes les pectine- lyases connues sont 
de type endo (endoPEU et dépolyméri sent les pectines hautement métr,y lées 
au hasard, provoquant une rapide chute de la viscosité. [11) Le taux ae 
cié~1ol yrnèr )sat 1 n et l'aff ·1ït è oes e CioPfL décroissent avec la baisse du 
degtè cl'estèr1f 1cat1on du subst at Le té trarnéttiyl - tétra- ga lacturonate est 1e 
plus peti t substrat dégradé par l'enzyme. 

Les polygalacturonases 
Elles hydr-o lysent 1a l iaison glycosidique en o:.( 1-4) entre rés idus d'acide 
ga:a:.:turonique non estéri fiés. (fig. l.10.) On distingue les 
endopolygalacturonases (endoPG) qui attaquent au r,asar·d les cha1nes de 
polygalacturonates, induisant une rapi de chute de viscosi té, des 
exopol ygal acturorases (exoPG) qui ag issent à parti r d'une extrémité 
réductrice en l ibérant de l'ac ide galacturoni que. Quand elles ag issent sur des 
pectates, les endoPG conduisent au ;-< trimères, dimères et monomères de 
l'acide galacturoni que. [ 10) Leur vitesse d'hydrolyse ainsi que le pourcentage 
f inal de li aisons rompues diminuent quand le degré d'estérif ication du 
substrat augmente. Les exoPG sont capables d'hydrolyser les dimères. 
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1.2.3. L'endopolygalacturonase de Colletotric/Jum lindemut/Jianum (12, 13] 

L'endoPG de C lind&mut/J1,3num est une enzyrne qui a dé j à fait l'objet de 
quelques publications. Selon English et al (1 972) (12], elle aurait un PM de 
62.000 daltons. D'après Barthe et al ( 1981) [ 13], elle ferait 37.000 daltons. 
Son pH opt irnurn d'activité est de 5. L'endoPG de C lindemut/Jianum est 
instabie, en particulier à des concentrations inférieures à 3 µg/rn l. De plus à 
concentr·ation trop élevée, il semblerait que l'enzyme précipite de façon 
irréversible. Ceci se vérifie notarnent par le fa1t que l'enzyme retrouve rna l 
ses propr iétés cata lyt iques après lyophi 1 isat ion, ultraf 1 ltrat ion ou 
ultracentrifugat ion. L'endoPG coupe d'abord les cha înes pect iques au hasard, 
au niveau d'une séquence pol ygalacturonique, puis elle progresse à partir de 
ce po int le long de ld ctiaîne pecl ique en l ibérant des trimères, dirnèr-es et 
rn onorn èr·es d'ac ide ga1acturonique jusqu'à ce qu'elle atte igne une barrièr·e, tel 
un poi nt de branchement ou un sucre neutre dans la cr1aîne -un rés idu 
rhamnosyl par exernp le- . 
L'endoPG secrétée par C lindemut/7/anum peut à elle seule éliminer environ 
ï5% de l'acide galacturonique des parois de cel lules d'Erable sycomore et des 
paro is d'hypocotyl es de Haricot. 
Deux protocoles de purificati on de l'endoPG ont déjà été décrits, l'un par 
Eng1ist, et al ( 1972) [ 12], l'autre par Bar the et al ( 1981 ) [ 13]. Ces méthodes 
fourn issent une endoPG hautement purifi ée rnais présentent l 'inconvénient 
d'être très lourdes ( des vol urnes de rn i 1 i eu de culture supérieurs à 2 1 i tres à 
dialyser et lyophiliser, des durées de purification de 8 jours, ... ). Dans ce 
mémoire, j'ai rnis au point un protocole simplifié qui ne fournit pas une 
enzyrne de pureté tota le - l'élect rophorèse sur gel d'acrylarnide 12% fa i t 
apparaître 2 petites bandes contaminantes à côté de celle correspondant à 
l'endoPG- rnais qui a le rnérite d'être fac i le à rnettre en oeuvre, d'être 
beaucoup plus rapide et d'avoir éliminé l'act1vité exoPG. Dans un des buts 
poursu1vis au laboratoire - l'étude structurale des polysaccharides pariétaux 
des végétaux grâce notarnrnent à l 'ut il isation d'enzymes attaquant 
spécifi quement certains rnotifs polysacchar1diques- on comprend combien 
l'act ivité exoPG associée à l'activité endoPG peut être gênante. 

Avant d'entamer la descri ption des méthodes ut il isées pour produire l'endoPG, 
la purifier et la caractériser, nous consacrerons quelques paragraphes à la 
descri ption de l'infection du haricot par C lindemut/Jianum et au rôle de 
l'endoPG. 
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1.3. Physiologie de l'infection de Phaseolus vulgaris par 
Colletotrichum lindemuthianum 

1.3.1. Cytolog,e de l'infection [ 17) 

Coll2totr/c/Jum lliïdemutlil3num est un cr1arnplgnon Pr,ycornycète, responsable 
de l'antriracnose chez le Haricot commun, P/Jase()/us ,,,u~qaris . Se lon la r·ace 
du champignon et la variété du haricot, les symptomes de l'infection 
diffèrent, depuis l'unique cellule hypersensibilisée (annexe 1.2.) Jusqu'à des 
lés ions lirnitées ou de tai ll e importante. Certaines variétés de P 11u~q,3rfs y 
sont rés istantes 
Dans les tissus végétaux susceptibles, des vésicules intra-cellulaires se 
forment dan~. les cellu les épidermi ques à partir des conidiospores du 
champignon. Apres moins de 24 heures de biotrophie, du mycélium pr imaire 
commence à se développer à partir des vésicules d'in fecti on dans le tissus 
végéta l, et le cytoplasme des cel lules infectées dégénère progressivement. 
Quand les hyphes secondaires commencent à pousser~, les cellules infectées 
sont mortes et les premières lésions appara issent sur la plante. 
Dans les tissus résistants, les vésicules d'infect ion ne se forment pas et le 
champ ignon reste confiné à l'intéri eur d'une seule cellule épidermique 
hypersensibi l isée. Cette cellule meurt et condamne la croissance du 
champi gnon. 

Le processus initial d' infection par C lindemuth1anum sur des hypocotyles de 
haricots susceptibl es est similaire dans le cas d'interact ion compatible ou 
non. A 20° C , les conidiospores commencent à Çlermer pour former des 

' ' 

appressoria. De chaque appressorium émerge alors une structure dig i ti forme 
qu i pénètre la cuticule et la paroi cellulaire épidermique. La pénétration de 
cette structure digitiforme se fera i t essentiellement à l'aide de cuti nases. 
Une fois à l'intérieur d'une cellule épidermique, cette structure s'élargit 
fortement pour former une vésicule d'infecti on globulaire. 
Environ 24 heures après la pénétration, un ou plusieurs hyphes primaires 
sortent de la vés icule d'infection. Ils ont un diamètre plus petit que celui de 
la vési cule et en sont séparés par un septum. Ces hyphes poussent 
intra-ce l lulairement, généra lement entre la paroi cellulaire de l'hôte et le 
plasma lemme, pour envahir les cellules épidermiques et corticales 
ad j acentes. Progressivement, les cellules infestées vo ient leur 
ultrastructure se désorganiser. Le volume cytoplasmique augmente tandis 
que le volume vacuolaire diminue. Le cytopl asme apparaît moins dense que 
dans les cellules normales. Le réticulum endop lasmique et les thylakoïdes 
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des chloroplastes se dilatent et le plasmalemme se rétracte de la paroi 
cellul aire. 
Env iron 48 heures après l'infection, des déchirures deviennent visibles dans 
le tonoplaste et le long de la membrane plasmique de nombreuses cellules. 
60 heures après l'infection, le cytoplasme est complètement désorganisé: on 
ne trouve plus que des débris membranaires, parfois reconnaissables comme 
des fragments de plasma lemme ou de mitochondries. 
Le microscope optique révèle des changements dans les cellules hôtes tels la 
rétraction du plasmalemme de la paroi cellu laire et l'arrêt des mouvements 
de cyclose 60 à 72 heures après l'infection. Cependant les symptômes 
macroscopiques n'apparaissent que 96 à 120 heures après l'infection, quand 
les t issus morts deviennent brun oncé. (vo\r Annexe) A ce moment, le 
mycéli um primaire es à son extens jon maximale. 
Peu après le bruni ssement du tissu, on observe une cro issance accélér ée du 
champignon cor espondant à la sortie des hyphes secondaires hors des hyphes 
primaires. Ces hyphes secondaires ont un diamètre plus peti t que celui des 
hypr,es primaires. l ls poussent préf érent ie l lement dans les parois cellulaires 
et envar11 ssent rapidement les cellules envi ronnantes, créant de larges 
lésions. Souvent, une goutte de liquide brunâtre en exsude, résultant de la 
macérat ion cel lulaire. 
Après 6 à 8 jours, le tissu végétal autour du site d'inoculation est 
complè tement remplacé par un stroma fongique dense. Après environ 10 
jours, apparaissent les premiers con idiocystes. 

1. 3.2. 1 nterac t ions hôte-patriogene compatibles et incompatibles 

On distingue 2 grands types dïnteraction entre une plante et un microbe 
pathogène : 
( 1) dans les interactions incompatibles (hôte résistant, pathogène avirulent), 

une reconnaissance moléculaire précoce est suivie rapidement par une 
réponse de défense de la plante. 

(2) dans les interactions compatibles (hôte susceptible 1 pathogène virulent ), 
le pathogène déjoue les mécanismes de surveillance de la plante et la 
maladie s' établit, prenant l'avantage sur les mécanismes de défense de la 
plante. 

Dans beaucoup de cas 1 l'incompatibilité est caractérisée par une réponse dite 
d'hypersensibilité. Les cellules végétales sont hypersensibles au pathogène 
et lorsqu'une cellule est infectée 1 elle meurt rapidement et des système de 
défense sont immédiatement mis en oeuvre (27) 
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Annexe 1.1. : [26] lesoligosaccharines 

Les oligosaccharines sont des oligosaccharides, généralement libérés de la paroi végétale , qui 
agissent comme substances régulatrices ou messagers chimiques. Chaque oligosaccharine dirige une 
fonction particulière dans la défense de la plante contre les pathogènes ou la croissance et 
différ·entiation au cours du développement Contrairement aux autres substances régulatrices bien 
connues des plantes, les hormones végétales ( les auxines, les cytokinines, les gibbérellines , 
l'éthylène et l'acide absc1ssique) qui exercent des effets pléiotropiques, les oligosaccharines ont 
chacune une action bien spécifique. 
Les oligosaccharines sont en fait des fragments découpés dans la paroi cellulaire par des enzymes 
particulières : chaque enzyme libère une oligosaccharine particulière. A moins que ces enzymes 
soient directement libérées par un pathogène, il semble qu'en conditions physiologiques normales, 
les substances pléiotropiques comme les auxines et les gibbérellines, activent dans la paroi 
cellulaire les enzymes responsables de la libération des oligosaccharines. Comme pour les 
hormones animales , il semble donc qu'une hiérarchie hormonale exixte aussi chez les végétaux. 



Les moyens de défense de la plante et les él ic iteurs [49) 

Les plantes répondent aux attaques microbiennes en synthétisant de novo une 
série d'antibiotiques et protéines destinées à limiter la croissance du 
pathogène. Des complexes anti-microbiens de bas poids moléculaire, appelés 
phytoalexines, sont produits par un grand nombre de plantes. Des enzymes, 
tels la ch1 tinase et la ~ ( 1-3) glucanase, qu i dégradent des polysacchar1des de 
parois fongi ques peuvent être synthétisées suite à une attaque fong ique. [50, 
51] En outre, en réponse à une infection, la paroi cellula ire est renforcée par 
des dépôts de glycoprotéines r iches en hydroxylproline (HRGP), de lignine et 
autres composés phénoliques de la parni végétale. [52, 53) 
La synthèse de phytoalexines et autres protéines de défense peut être 
déclenchée par' des facteurs endogènes libérés suite à des domm ages 
ce l lu laires ou par des facteurs propres au pathogène. Ces dern ières 
molécul es sont appelées "éliciteurs". 11 s·agit de glycoproté ines, de 
comp lexes po lysaccharidiques (on parle alors d'oligosaccharines, annexe 1.1 .) 
[54, 55) et de certains acides gras [56). Il semb le que ces molécules 
interagissent avec des récepteurs spécifiques des plantes. [57) 
Les éliciteurs sont pour la plupart non spécifiques: l'éliciteur isolé d'une 
race donnée d'un pathogène peut être actif sur différents cultivars de plantes, 
même sur ceux où le pathogène est av irulent. Si les élici teurs peuvent 
déclenct1er des moyens de défense, ils ne déterminent donc pas pour autant le 
type dïnteract 1on qui s'établit entre un hôte et son pathogène: interaction 
compat ible ou interact ion incompatible. C'est ains i que maintenant, les 
phytopatr1ologistes étudient l'induction de gènes de défense lors 
d'interactions compatibles et non compatibl es. 

1 nt eract ions compati b I es et i ncompat i b I es entre Pl7aseolus 

vulgaris et Co/letotric/7um lindemut/7/anum 

La pi1enyl amn1oni um lyase (PAU et la chalcone synthase (CHS) sont 2 
enzymes clefs dans la synthèse de certaines phytoalexines de type 
isofl avonoïde, extrêmement fongitoxiques. Lors d'une interaction 
incompat ible entre P/Jaseo/us vu~qaris et Colletotric/Jum lindemut/Jianum , 
les taux de synthèse des mRNA de la PAL et de la CHS augmentent fortement 
peu de temps après l'inoculation, quand aucune lésion cellulaire n'est encore 
apparente. Ces gènes ne sont pas induits uniquement dans les ce 1 lules 
infectées, mais aussi jusqu'à une certaine distance du site d'infection. [58, 
59) Ceci implique donc un "mécanisme d'avertissement in terce 1 lulaire". Une 
chitinase est rapidement induite au cours d'une interaction incompatible. 
[50) 11 est possible que des oligornères de chitine, libérés par l'activité 
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chitinase soi ent des messagers chimiques - des ol igosaccharines­
responsab les de ce mécanisme de transduction intercellulaire. [49) Dans 
l'interacti on incompatible entre le haricot et son pathogène, les mm~A des 
HRGP augmentent également de façon précoce. [52) 
Lors d'une interact ion compatibl e entre P vul_qar;~c; et C !1ndemutt11anu,rn, ces 
gènes de défense ne sont induits que bien plus tard, quand le champignon s·est 
déjà bien déve loppé dans le t issu végétal et que les prem ières lésion~, 
(nécrose cellulaire et brunissement tissulaire) sont apparentes. (58, 59j 
Cettf. induction est en corrélation avec le déve loppement des hyphes 
secondaires qui marque le passage du mode de croissance biotrophique du 
champignon au mode nécrotrophique. [ 17] Dans ce cas, l'activation des gènes 
peut être due à la perception des dégâts ce llulai res plut ôt qu·à une 
recor,na1ssance moléculaire directe du champignon en extension. Des 
fragments de paroi cellulawe fongique et végétal e pourra ient bien Jouer un 
rôl e, eri tant que messagers chimiques ou oligosac.charmes pour signaler le 
stress. [26] 

1.4. Po lyga 1 acturonases et Pathogenèse 

1.4 1. Le rô le ces enzymes oectolytiaues dans la oat:iogenèse chez les plante 
[ 14) 

Les substances pectiques de la paroi prima ire et de la lamelle mitoyenne criez 
les végétaux so 1t vulnèrab le~. enzymat iquernent. Parce que ces po 1yrnères 
of rent un support aux protoplastes turgescents, une barri ère à la pénétr·at1on 
des patriogènes et une source éventuelle d'oligosaccharines, leur dégr·adation 
par des enzymes microbiennes peut avoir divers effets sur les interactions 
riôte-paras ite. 

On attr'ibue aux enzymes pectolytiques un rôle détermi nant dans la 
pa thogenèse. Ce l les-c i sont sécrétées par nombre de pathogènes, causant la 
macération du ti ssu végétal, la perte d'électroly tes et la mort cellulaire. Des 
pectinases hautement purifiées peuvent en effet macérer et tuer des tissus 
véoétaux d'une mani ère sirni Jaire. _, 

La liésorgan!sa tion de la paroi ce llulaire est évi dente lor-s de l'infect ion par 
de nornl)r-eux patt'wgènes végétaux. Cette désorganl sat 10n peut être sévère 
comme dans les pourritures molles [ 15) où les cellul es fini ssent par perdre 
leur cohésion, ou plus limitée comme lors de la pénétration d'hyphes 
mycéli ens à travers la paroi ce l lulaire [16]. 
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On a démontré pour plusieurs pathogènes que les enzymes dégradant les 
parois cellulaires végéta les sont sécrétées séquentiel lement . Généra lement , 
les pect inases sont libérées en premier lieu, "préparant le terrain" pour 
l'action ultérieure des autres enzymes dégradant la paroi. Ainsi, un 
traitement préalable avec une endoPG est nécessaire pour une dégradation 
ultérieure de la paroi par d'autres enzymes comrne la cellulase, 
l'arabinosidase et la pronase. [ 12) 

Enfin, on a montré assez récemment que des o l igosaccharides libérés de la 
paroi cellulaire par des enzymes pecto lytiques peuvent amorcer chez la 
plante des réactions de détense. (3) 

1.4.2. Le rôle des polygalacturonases de C l!ndemuth!anum lors de la 
formation des lésions chez le haricot 

La croissance lente du rnycéliurn primaire cause peu de dégâts aux parois 
cellulaires r,ôtes. Cependant l'émergence des hyphes secondaires peu après le 
brunissement du tissu végétal marque un tournant dans le rnode de 
parasitisme du champignon. Les hyphes secondaires croissent généralement à 
l'intérieur des parois cellulaires hôtes et les dissolvent grâce à leurs 
enzymes pecto lytiques, essent 1e l lerne t les po lyga lacturonases. La 
disso luti on de la paroi est associée à une mort rapide du protoplaste r,ôte; le 
tissu végétal macère. En effet, lorsque la paroi cellulaire devient déficiente, 
elle ne parvient plus à supporter la pression de turgescence du protoplaste. 
Ce dernier finit par éclater, libérant son contenu cellulaire. 

La réponse d'une plante de haricot au pathogène dépend notament de sa 
capacité à inhiber l'activ ité de l'endoPG sécrétée par le champignon. On a 
prouvé que des parois cellulaires de plusieurs variétés de P vul_qar!s 
contiennent des protéines qui 1r\l"'dberit spécifiquement les endoPG de C 
l!ndemuth!anum. l 18, 19] 
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I l. Production de Polygalacturonases de Col/etotrichum 
lindemuthionum (/JI par fermentation en mi 1i eu 1i qui de 

11. 1. Résumé 

La présence d'aclde poiyga1acturon1que dans le rnil 1eu de culture de C 
/1i?demut/Jianum (JJ) indu it la producti on par ce dernier d'enzymes à activ ité 

PG. Cette producti o•·1 p(r ferrnenta~ior-; en milieu liqu ide n'est pas 
constitutive. En outre, elle n·est soumise à la répression catabo li que ni par 
ie glucose, ni par l'acide galacturonique. 
Au cours d'une fermentat ion en milieu li quide contenant de l'acide 
polyga lacturonique comme source de carbone, les évolutions dans le 
surnageant de cu l ture de l'activité PG, du pH, des acides uraniques et des 
sucres réducteurs sont caractéristiques. Un pic d'activité PG est rap idement 
atte in t. Le pH augmente tandis que les aci des uraniques di sparaissent du 
surnageant. Les sucres réducteurs augmentent avant de chuter après quelques 
jours. L'augmentation résulte de la 1 ·bération par f ermentation de 
monomères, dimères et trimères de l'acide galacturonique; la diminution de 
leur métaboli sat ion pa le champignon. 

11. 2. Matériel et méthode 

1 l.2.1. Cu l tur·e de (olletotrlchum ilndemut/?1a17um 

L'endoPG de C l indemut/Jianum est produite par fermentation en milieu 
l iqui cJe. L'inoculation du mitîeu 1iquide se fait avec les spores de C. 
lirldt?muthlanum qul ont été obtenues au préalable sur un milieu sol ide de 
sporulation. La composition du milieu solide est la suivante : 

(proportions pour 1 litre de milieu) 

-ma1tose (Sigma) 
- NH4N03 (Merck) 

-Mg504 , 7H20 (Merck) 

10,0 g 
1,2 g 
0,5 g 
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fig . 11 .2 . . conidiospores de Colletotrichum Jinœmutlnanum 
( grossissement 1 000 x) 



- KH2P04 (I'1erck) 

-FeC13 , 6H20 (Merck) 

-ZnS04 , 7H20 (Merck) 

-MnSO 4 , H20 (Merck) 

-Thiamine (Fluka) 
-Biotine (Sigma) 
-Agar (Sigma) 
-H20 

ajuster à pH 6 

1,0 g 
1,3 mg ( l ml solution 260 mg/200 ml) 

0,9 mg ( 1 ml solution 180 mg/200 ml) 

0, 1 mg ( 1 ml solution 20 mg/200 ml) 

0,1 mg(1 ml solution20mg/200ml ) 
0,05 mg W,5 ml solution 20 mg/200 ml) 
15,0 g 
porter à 1 litre 

Le mili eu est réparti en vol umes de 1 O rnl dans des tubes de culture ( 15 cm x 
2,5 cm ). Ces derniers sont bouchés avec une bourre d'ouate et recouverts de 
papier alum inium. Les tubes sont autoc lavés 20 min. à 12o·c sous 1 bar de 
press ion. On les laisse refroi dir inclinés. 
On repi que stér il ement le cr1amp ignon et après 1 O jours (fig. 11 .1.) on peut 
inocu ler le miliPu liqu ide i1vec les spores (fig. 11.2.) : on ajoute 1 O ml d'eau 
dés ioni sée stéri le dans un tube, on agite au Vortex, on récupère la so lution de 
spores et on dil ue à une densité de 2.106 spores par ml (le comptage est 
réalisé au moyen de la ce llul e de Fush-Rosenthal sur microscope optique). On 
inocule le milieu liquide avec la so luti on de spores en proportion l :50. 
La composi t ion du milieu li quide est la même que celle du milieu so li de, sauf 
qu'il n·y a pas d'agar et que le maltose est rempl acé par une même quantité de 
pect ine (ac ide homopolygalacturonique, Sigma) ou par une autre source de 
carbone. 
Le mili eu liquide est répart i à raison de 80 ml par erlenmeyer de 250 ml . 
Ceux- ci sont bouchés et autocl avés comme décrit précédemment. 
Il s sont inocu lés avec 1,6 ml d'une so lution de spores à 2.1 061ml. Chaque 
erlenmeyer est ensuite placé à l'obscurité, à 2s·c, à 100 tours/min. sur 
ag i tateur rotat if. 

11.2.2. Mesure de poids sec du champignon après fermentat ion 

Le mycélium est séparé du surnageant de culture par filtration sur verre 
fr~it té. 11 est transféré dans une petite boîte de Pétri tarée préalablement, 
pu is le tout est placé dans une étuve à S6°C. Après 24 heures, le poids sec du 
mycélium en est déduit avec une précision de 1 o-4 g. 
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11.2.3. Mesure du pH 

Le pH du surnageant de culture est mesuré par un pH-mètre Consort P614 avec 
une électrode combinée Radiometer GK2321 C reca l ibrée avant chaque série de 
mesures. 

11. 2.4. Dosage des acides uroniques [20) 

Principe : 
Sous l 'acticm de l'acide sulfurique, les polyosides sont hydrolysés en oses 
neutres et acides uroni ques. Les monomères li bérés sont déshydratés en 
déri vés furfuroïques qu i forment avec le metahydroxybiphéni le un complexe 
de coul eur rose présentant un maximum d'absorption à 520 nm. 

Réactifs : 
-solution de r-·1etahydroxybiphenyl (MHBP) : 0, 15 g MHBP (Aldrich) dans 100 ml 
d' une solution aqueuse de NaOH 0,5 g/ 100 ml. Conserver à 4°C, à l'abris de la 
lumi ère. 

- H2so4 conc. 

Procédure: 
- pipetter 1 ml d'échant illon à doser (maximum 100 mg d'acide uronique) dans 

un tube à essais. 
-a jouter 6 ml de H2so4 conc. 

- placer 5 min. dans un barn d'eau à 100°C. 
- refroi dir et ajouter 100 µl de la solution de MHBP. 
-vortexer et la isser refroid ir env iron 15 min. Jusqu'à température ambiante. 
- mélanger puis lire l'absorbance à 520 nm. 

Etalonnage : 
~ 

120 .. y = 0,9+ 116x R = 0,99 
concentration (~/ml) Abs . 520 nm E 100 • 

' 0 0.000 ! 80 
10 0,069 
25 0, 175 • 60 g. • 
50 0,490 ... 40 i 

100 0,823 .. 20 = . 
= 0 

0,0 0.2 0,4 0,6 0,8 1,0 

Abs. 520 nm 
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11 .2 5. Dosage des sucres réducteurs [21, 22] 

Pr inc ipe : 
Par cr1auffage dans des conditions alcalines, l'acide din itrosalicylique est 
réduit par les sucres réducteurs en un complexe nitroaminé hautement coloré 
qui est dosé à 540 nm. 

Réactif: 
-solution de Dinitrosalicylate <DNS) : dissoudre 8 g de NaOH, 150 g de 
tartrate double Na+ - K + et 5 g d'acide dinitrosalicylique (Aldrich) dans de 
l'eau et porter à 500 m 1. 

Procédure: 
-p ipetter 1 m 1 d'échanti 1 lon à doser dans chaque tube. 
-a j outer 1 ml de réactif . 
-placer 5 min. dans un bain-marie à 1 oo·c. 
-a Jouter· 1 O ml d'H')O et lire l'absorbance à 540 nm . ... 

Etalonnage : 

Abs . 540 nm 
,... 1200 ~ y= 30,ô + 2094x R = 1,00 ) ... 

1000 1 / concentration 
ac. ga 1 acturoni que 
(.,_g /rnl) (.,_éq/ml) 

0 0 
lr,c 

'- ·-' 0,59 
250 1, 18 
500 2,36 

1000 4,72 

0,000 
0,041 
0,097 
0,215 
û,469 

e .... 
"' ..,.. . 
Col 
C: 
0 
Col 

,... ... 
E ... 
~ 

•GI 
~ . 
g 
0 
~ 

11.2.6. Dosagë de l'act1v1té polygalacturonase 

800--! 

600 ~ ~ 400 i 
200 J / / 

0 

0,0 0, 1 0,2 0,3 0,4 05 
Abs . 540 nm 

5 

3 

2 // 
1 _.,,,.-> 
0 

0,0 0, 1 0,2 0,3 0,4 0,5 
Abs . 540 nm 

L'r1ycJr·olyse d'une liaison glycosid1que ~( 1-4) de l'acide polygalactlJronique par 
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une PG l ibère un groupe réducteur (cfr. introduction p. 8). L'act ivité PG est 
déterminée en mesurant le nombre de groupes réducteurs libérés par unité de 
temps lorsque l'enzyme est incubée avec son substrat, l'acide 
po lyga lacturon ique. 
Une unité enzymatique est définie comme étant la quantité d'enzyme capable 
d'hydrolyser, pendant l heut'e à 40°C, l µmole de liaisons glycosidiques 
0\,( 1- 4) de l' ac ide po lyga lacturonique o, 1 % dans un tampon acétate 50 mM -
pHS,2. 

Réactifs: 
-substra t : ac ide homopolygalacturonique (S igma) 0, 1 % dans un tampon 
acétate de sod ium 50 mr·1 - pH 5,2. 

-ONS : cf r. dosage des sucres réducteurs 

Procédure standard : 
- p1petter 1 ml de substrat dans des tubes à essais. 
-p lacer dans un ba in thermostatisé à 40°C et attendre 5 min. pour que la 

température du substrat s'équ i l ibre à 40°C. 
-aJouter 100 _µ 1 de solut ion enzymatique à doser. 
- incuber 30 min. 
-a _iouter 1 rnl de DNS (la so lution de DNS bloque instantanément l'activité 
enzymatique ). 
pour les blancs, bloquer imrnédi atement la réaction : aj outer l ml de D~!S 
puis 100 µ1 d'enzyme. 

-doser' les sucres réducteurs comme décrit précédemment. 

Etnlonnnge : 

Nbre. de liaisons hydrolysées 
(=Variati on conc . sucres 
réducteurs après 30 min .) 

(µmoles) 
0,00 
0,59 
1,18 
2.36 
4,72 

t:. Abs . 540 nrn 

0,000 
0,041 
0,097 
0,215 
0,469 

"" 11'1 ., 
~ 

1 
0 . 
~ 
C 
0 
~ 

◄ 

5 
y= 0,1 + 9,9x R = 1,0Q,. 

4 

/ 3 

2 

0 
0,0 0, 1 0,2 0,3 0,4 

AAbs. 540 nm 

11.2.7. Chromatographie sur couche mince de silice (23) 

0,5 

Les produits de dégradation de l'acide homopolygalacturonique par 
fermentation fongique peuvent être analysés globalement par chromatogra-
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pt·lie ascendante sur couche mince de s111ce. L'éluant est un mélange 
n-butanol, acide acétique, H20 dans les proportions 2, 1, 1 respectivement. 

Les plaques de chromatographie sont révélées par vaporisation d'une solut ion 
d'orcinol o, 1 % H2so4 70% et chauffage à 1 oo·c pendant 1 o min .. 

11. 3. Résultats et commentaires 

11 .3.1. Influence de la source de carbone sur la production d'enzymes a 
act iv ité po iyga l acturonase 

Sb< milieux li qu1des, différant par leur source en carbone, ont été inoculés 
par C lmdemutt;/anum (ft) . Tro is jours plus tat'd, les surnageants ont été 
testés pour l'act1v1té PG : 5 ml ont été prélevés de chaque mi11eu, d1alysés 24 
heures à 4°C contre un tampon acétate de sodium 50 mM - pH 5,2 avant de 
doser l'activité PG. 
Les r-ésul tats s tJ° vants ont été obtenus : 

mili eu (source de C) croissance act ivi t é PG 

1. pectine 1 % bonne ou i 
,-, 
L. glucose 1 % bonne non 
3. acide galacturonique 1% bonne non 
4. sucrose 1% bonne non 
S. pect ine 1 % + glucose 1 % bonne oui 
6. pect ine 1 % + acide galacturonique 1 % bonne oui 

Ces résultats montrent que la production de PG par C //ndemut/Jlanum n·est 
pas constitutive; elle est inductible par la présence de son substrat dans le 
milieu de culture. En outre, sa production n·est soumise à la répression 
catabolique n1 par le glucose, ni par l'acide galacturonique. 

11.3.2 Var1at1ons de quelques paramètres physiques et biochim1aues et 
évolution de l'activité polygalacturonase au cours d'une fermentation 

Douze erlenmeyers contenant 80 ml de m111eu 11qu1de chacun ont été 1noculés 
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RnneHe 11.1 . : Prise des mesures 

f'11LIEU BRUT 

i 
filtration stérilisante : filtration sur verre fritté puis sur 

l membrane 0,22 microns 

MYCEL I Uf'1 --1►•mesure du poids sec 

SURNAGEANT ---1►•mesure du pH 

1 

t 
dialyse contre tampon acétate de sodium 50 mf'1-pH5,2 
24h. à 4°C 

--►-mesure de l'actiuité PG 
(incubation de 0, l 00 ml ac . polygalac-
turonique 1 % avec 1 ml de surnageant 
pendant 2 h.) 

ajustement à pH 5,5 

i 
congélation et stockage 

(après avoir rassemblé les surnageants des l O jours) 

'------- -•dosage des sucres réducteurs 

'----------•dosage des acides uraniques 

'------ ---.....-chromatographie sur couche mince 
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en même temps avec une même quantité de spores. Une fermentation de 1 O 
jours a été lancée. Chaque jour, une série de mesures a été effectué sur le 
milieu de culture d'un erlenmeyer ( annexe 11.1.). 
Les résultats de ces mesures sont présentés aux figures 11.3. à 11.7. . La 
figure l 1.8. montre les résultats d'une chrornatograpl~ie sur couche mince de 
silice des contenus en o1 igomères de l 'acide ga lacturonique dans le 
surnageant au cours de la fermentation. 

Les variations temporelles des différents paramètres étudiés résultent en 
fait de l'activité PG dans le milieu de culture. (fig. 11.4.) Les PG ont pour rôle 
principal d'hydrolyser les polygalacturonates en oligogalacturonates 
assimilables. Aussi, les premières modifications biochimiques dans le 
milieu sont: 
-une élévation du dosage des groupes réducteurs des acides uraniques 
(l'hydrolyse d'une liaison glycosidique libère chaque fois un groupe réducteur; 
voir introduction p.8). (fia. 11.7.) ..., 

- l'appariti on de monomères et oligomères d'acide galacturonique à partir de 
l'acid.e polygalacturonique. (fig. 11.8.) 

Ces produits d'hydrolyse sont ensuite absorbés par les hyphes mycéliens et 
cornmencent à disparaître rapidement du milieu dès le quatrième Jour. (fig. 
11.7. et 11.8.) Parallèlement, la concentration en acide uronique libre diminue. 
Cfig. 11.6.) 11 s'ensuit l'augmentation du pH. (fig. 11.5.) 

fig. 11. 8. : Chromatographie sur couche mince des produits de dégradation 
de l'acide polygalacturonique résultant de la fermentation par 
Colletotricllvm lil7demvtllia!7vm . 
De l'acide polygalacturonique ( PGA) et de l'acide galacturonique ( Gal UA) 
on été utilisés comme témoins. Cinqµl de surnageant de culture de 0, 2, 4, 
6, 8, 10 et 12 jours ont été déposés par piste. 
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111. Purification de l'endopolygalacturonase de 
Co/letotrichum lindemuthianum (/JI 

111. 1. Résumé 

Un protocole simple de pur i f ication de l'endoPG de C l1ndemut/Jianum a été 
mis au point. 11 repose sur la grande affin ité de l'enzyme vis-à-v is d'un ge l 
échangeur cat ion ique CM Sephadex C-50. Ce pro tocole ne fournit pas une 
enzyme de pureté totale - l'électrophorèse SOS-PAGE sur ge l de 
polyacrylami de 12 % fa it apparaître 2 pet ites bandes contaminantes à coté de 
ce ll e correspondant à r endoPG- mais il a le mér ite d'être facile à mettre en 
oeuvre, d'être rapi de et d'avoi r élim iné l'act ivi té exoPG interférant avec 
l'activ i té endoPG dans le surnageant de culture. 

111.2. Matériel et méthodes 

111.2.1. Dosage des protéines : méthode de Lowry [28] 

Principe : 
Sous l'act ion de l'hydroxyde de sodium} les protéines sont dénaturées et 
présentent tous leurs groupes réact ionnels. La formation d'un comp1exe entre 
le cuivre et les liaisons peptidiques d'une part, et la réduction d'un complexe 
phospt,omolybdique du réactif de Fo l in en complexe phosphomolybdeux par les 
groupes tyros ine et tryptophane des protéines d'autre part} font apparaître 
une coloration bleue. 

Réactifs: 
A. Na2C03 2% dans NaOH 0, 10 N 

B. CuS04.SH20 0)5% dans tartrate sodium-potassium 1 % 

C. 50 ml A + 1 m 1 B (extemporané) 
D. Réactif de Fo l in : solution stock (produit Merck) 

Procédure : (pour 25 à 500 µg proté ines/ml) 
Dans une batterie de tubes à essa i, déposer 0,2 ml de chaque échantil lon à 
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doser et 1 ml du réactif C. Vortexer. Après 30 minutes d'incubat ion à 
température ambiante, on ajoute 0, 1 ml du réactif E, de minute en minute, 
dans chaque tube . Après 30 minutes, et de minute en minute, on l i t 
l'absorbance de chacun des échantillons à 660nm. 

Micro-procédure: (pour moins de 25 µg de protéines/ml) 
On dépose dans ce cas 0,5 ml d'échantillon à doser et 0,5 ml de réact if C deux 
fo is concentré (50 ml A+ 2 ml B). Pour le reste on procède comme ci - dessus, 
sauf qu'on lira l'absorbance à 750 nm. 

Etalonnage 

,-.. 300 
SAB/ Acétate Abs. 660 nm ... 

E 
(119/ml) ..... y= 0, 1 + 620x R = 1,00 

! 200 

0 0,000 = C 
25 0,037 Cl) 100 • 
50 0,079 ' ~ 
100 0, 177 C: 

0 
125 0, 190 C.J 0 
250 0,401 0,0 0, 1 0,2 0,3 0,4 0,5 

Abs . 660nm 

111 .2.2. Protocole de purification de l'endo PG de C /f17demuth1a17um 

Toutes les opérations qu i suivent se font à 4°C. 
Un mili eu de culture (200 ml) ensemencé depuis 3 jours est filtré 
success ·vement sur 2 filtres Millipore en fibres de verre GF/A 1,6 µm pu is 
sur une membrane d'acétate de cel lulose 0,2 _µ. m à l'aide d'un dispos it i f 
Sartorius. On élimine ainsi le mycélium et les spores en suspension. 
Le fi l t rat est ajusté à pH 5,2 par de l'HCl 0,5 M. Il est ensuite passé, à la 
vi tesse de 25 ml/h, sur une colonne de CM Sephadex C- 50 (2,5 x 1 O cm) 
préalablement équilibrée dans un tampon acétate 50 mM - pH 5,2. (fig. IV.5.) 
Dans ces cond i t ions, l'endo PG est retenue par le gel échangeur. Un rinçage 
es t ensu ite effectué par 50 ml de t ampon acétate 50 mM - pH 5,2. L'élution 
qui décroche l'endoPG de la colonne est réal 1sée par un tampon acétate 50mM, 
NaCl 500 mM, pH 5,2. 
Tout au cours de la chromatographie, des fractions de 4 ml sont recueillies. 
Dans chacune de ces fractions, les sucres réducteurs, les protéines et 
l'activité PG sont dosés. La fig 111.1 . montre comment ceux- ci évoluent 
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pendant la chromatogr,apt11e. Les fractions contenant l'activité PG sont 
réuni es et dialysées une nuit contre un tampon acétate 50 mM - pH 5,2. Cette 
dernière fract ion constitue la solution enzymatique purifiée. 

111.23. Electoot1orèse SDS-PAGE : métt1ode de Laemmli [29] 

Ge l de polyacrylamide 

Le ge l de polyacrylamide résu l te de la polymérisat i on de monomères 
d'acryl am ide en longues chaînes pontées avec du méthy lèneb isacr i lam ide. La 
po lym érisat ion est initiée par des catalyseurs produisant des radicaux libres, 
général ement le persu l fate d'ammon ium et le NNN'N' tétraméthylèned iami ne 
(TEf1ED ). Elle est inhibée en présence d'un excès ct·o2. La réticulati on du ge l , 

qu1 dépend du pourcentage d'acrylamide et de bisacrylamide, influence la 
mobi l ité éiectrophorétique des proté ines. Cette dernière diminue si la ta i11 e 
des pores di minue. La mobilité électrophorétique dépend également de la 
charge des protéines. 

SOS-PAGE 

En présence de Sod ium Dodécyl Sulfate (SDS), la mobil i té électrophorét ique 
des protéines dans le ge l est directement proportionnelle au logarithme du Pr1 
des protéines. Le SDS est un détergent anionique. En présence d'un excès de 
SDS et d\m réduct eur des ponts disulfures (~-mercaptoéthanoD, les protéines 
se déroulent et perdent leur structure tridimensionnelle. De nombreuses 
molécules de SOS se fixent via leur queue hydrophobe aux protéines et les 
rendent toutes négatives, quelle que soit leur charge de départ pu isque le SOS 
est chargé négativement. 
Le gei de polyacrylam1de se compose dans sa partie supérieure d'un gel 
d'empilement l âche (stacking gel) dont le rôle est de concentrer l'échantillon, 
et dans sa partie inférieure d'un gel de séparation de réticulation définie 
(running gel), dans lequel les différentes protéines vont se séparer selon leur 
PM. 

Préparation des échantl I Ions pour 1 'électrophorèse 

Les proté ines qui sont soumises à l'électrophorèse sont solubilisées dans un 
mélange 5 fois concentré. 
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Sample 
Reservoir 

Unit Description 

Annexa 111. 1. : concentrat wn de:; éC!iât"lt"i 11ons par le syst.èrri e Centr· won ( An11con) 

Concentrated 
Sample 

.T--- Membrane 

F1Jtrate 
Cup-----

Support 
Base 

Pipette up to 2ml of 
sample into the top 
reservoir 

Centn'fuge· 1-2 minutes 
to spin concentrate 
into cone-shaped cup 

Operating Mode 

Cover with the 
cone-shaped cap and 
spin 1n a centrifuge 
with a fixed-angTe 
rotor 

Detach and invert top 
ha/( 

Concentrate is now D 
completely accessible 
for further analysis. 
Both concentrate and 
filtrate can be stored in 
collection cups 



Mélange SX conc. (solub111sant) : 
-SDS (LKB) 1 0% 
-Tr is 250 mM - pH 8,8 
- ::-~-1"1ercaptoèthano l (Fluka) 10% 
- G lycéro 1 (Fluka) 50% 
-B leu de Bromophénol (t1erck) 0,25% 

On solubilise un volume de protéines avec quatre volumes de ce mélange SX 
concentré. Le SDS et le mercaptoéthanol dénaturent les protéines comme 
expliqué précédemment. Le glycérol alour·dit les éc r1 antil1ons et les ernpècrie 
ainsi de di ffuser dans le tampon d'élecb'ophorèse lorsqu'ils sont déposés dans 
leurs puits. Le bleu de bromophénol marquera le front de mi gration. 
Les échantillons solubil isés doivent contenir 1 à 20 µg de proté ines/25 µl 
pour une réso lut ion optimale des bandes proté iques par le bleu de Coomassie 
(en réa li té, il faut au moins 1 µg de protéines par bande). Pour pouvoir 
ana lyser la fraction endoPG purifiée et les protéines de surnageant de culture 
de C lind&mut/Jianum , il a fal lu les concentr-er. La concentration a été 
réa lisée par le système Centricon 10 d'Arnicon (Annexe 111. 1.). 

Préparation des gels 

Running Ge 1 ( 12%) : 
(cornposition pour 10 ml ) 

- A,Ci'ylamide (LKB) 30% + 

Bisacrylarnide (LKB) 0,8% : 4 ml 
-Tris 1,SM- SDS (LKB) 0,4% 

pH 8,8 : 2,5 ml 
- H20d : 3 ml 

-TEMED (r--1erck) . 10 µ1 
-Persulfate d'ammonium 
(Merck) 1 % : 0,5 ml 

Stacking Gel (3%) : 
(Composition pour 5 ml) 

-Acry lam ide CLKB) 30% + 

Bisacrylam ide (Lf<B) 0,8% : 0,5 ml 
-Tris O,SM-SDS (LKB) 0,4% 

pH 8,8 : 1,25 ml 
-H20d : 2, 75 m 1 

-TEMED (f"lerck) : 5 _µ 1 
-Persulfate d'ammonium 

(Merck) 1 % : 0,5 ml 

Après avoir ajouté les 2 catalyseurs (TEMED et persulfate d'ammonium) au 
mélange acry lam1 de-b isacrylam ide, le running gel est coulé entre 2 plaques 
de veffe sépar-ées par des espaceurs de 0, 75 mm d'épaisseur. On aj oute au 
dessus un peu d'i so-butanol pour év iter tout contact avec l'oxygène pendant la 
po lymérisation du gel. Après 20 minutes environ, on élimine l'iso-butanol , on 
r ince la surface du ge l avec de l'eau désionisée, on place un peigne en téf lon 
qui moul era des puits dans le stacking gel avant de couler ce dern ier jusqu'au 
sommet des plaques de verre. 
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Migrat ion 

Les puits sont remplis avec au maximum 25 µl d'échantillon. Un pu i ts au 
moins est rempli avec un échant i llon comprenant des proté ines de P1'1 connus. 
La cuve à électrophorèse (Mini PROTEAN 11 Slal1 Cel! - Bio Rad ) est rempl' e de 
tampon pu is mise sous tension à 200 V. On arrête l'élec trophorèse quand le 
front de migration, marqué par le bleu de bromophénol, atte int l'ext rémité 
anodique du gel . 

Tampon d'électrophorèse: 
-Tris 0,025 M 
-G lycine 0, 192 M 
- SDS 0, 1 % pH 8,8 

MarQueurs protéiQues (S igma) : 
-Ctv-Lacta lbumine 
- Inhibiteur de tryps ine 
-Trypsinogè11e 
-Anhydrase cat'bon i que 
-Glycera ldéhyde-3-Phosphate 
Désriydrogénase 

-Ova lbumine 
-Album ine bov·ne 

Dét ect ion des protéines 

14.200 daltons 
20. 1 00 daltons 
24.000 da 1 tons 
29.000 da 1 tons 

36.000 daltons 
45.000 da l tons 
66.000 daltons 

Après migration é lectrophorét ique, le ge 1 est retiré délicatement de son 
support de verre et plongé dans une solution de coloration à base de bleu de 
Coomassi e. Ce derni ff se fixe sur les proté ines et les colore, mais il diffuse 
aussi dans tout le gel. Afin d'éliminer ce br-uit de fond, on rince le gel dans un 
"déco lorant" . 

Co 1 orant : (proportions pour 1 00 ml) 
-Bleu de Coomassie Brillant Blue R250 (Merck) : 0,25 g 
-Méthanol : 45 ml 
-H20d 
-acide acétique 

Décolorant : (proportions pour' 1 OOrnl) 
-Ethanol 
-acide acétique 
-H20d 

: 45 ml 

: 10 ml 

: 30 ml 
: 10 ml 
: 60 ml 
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11 !.2.4 Mise en évidence des activité exoPG et endoPG v1a crir-omatoqraohie 
sur couche mince de silice 

c !imtemut!lianum produit des endoPG, mais aussi des exoPG. L'endoPG 
attaque l'acide polygalacturonique en libérant des monomères, des dimères et 
des trimères de l'acide galacturonique, l'exoPG en libérant uniquement des 
monomères. Ceci peut être mis en évidence en séparant par chromatographie 
sur couche mince de silice (cfr. matériel et méthodes p. 17), les produits de 
dégradation enzymatique de l'exoPG et de l'endoPG, à partir de l'acide 
homopolygalacturonique. (fig.111.2. : pistes 4 et 5) 

fig. 111.2. : Mise en évidence des activités exo- et endo-PG 
-piste 1 : acide homopolygalacturonique (Sigma) : 1 o µg 
-piste 2 : acide galacturonique (Aldrich) : 1 o µg 
-pistes 3, 4, 5: produits de dégradation après 12 heures d'incubation à 30°C 

de 1 ml d'acide homopolygalacturonique (Sigma)/acétate 50 mM - pH 5,2 
avec 100 µl de fraction à activité PG dialysée contre du tampon acétate 
50 rnr-1 - pH 5,2. 50µ 1 ont été déposés par piste. 
piste 3 : incubation avec 100 J.l 1 de PG d'un surnageant fJe culture_.. 
piste 4 : incubation avec 100 µl de PG d'une fraction "contaminante" 
(fraction non retenue par la colonne de CM Séphadex C-50 dans les 
conditions initiales de force ionique). 
piste 5 : incubation avec 100 JJ. l d'endoPG purifiée. 

07 
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Fraction Activité PG Vol Ac tvité PG Rendement Sucres Pro élnes* Type 

spécifique totale reducteurs activité PG 

unités/ml ml unités (r.) (p éq/ml) (µg/ml) 

surnageant 52 15( 7800 100 20.1 71 exo + endo 

Sephadex CM 50 162 2( 3240 42 0 27 endo 

* mesuré après dialyse (eut-off 12 .500 ) 

PM 
( daltons) 

66.000 

45.000 

36.000 

24 000 

20.000 

14.000 

tab. 111.1. . Résumé de pur1 f 1 cat 1 on de l' endoPG 

2 3 4 5 

f1g. 111.3. : ElectrophorèseSDS-PAGE 12%. 
-piste 1 et 5 · étalons PM ( 1 (\lg protéines 
marqueurs, Sigma) 

- piste 2 : polygalacturonase commerciale 
( 1 Oµg polygalacturonase d' Asperp1l lus m°{Xlr, 
Sigma) 

- piste 3 : endoPG purif'ée (concentrée 25x) 
- piste 4: surnageant de milieu de culture 
( concentré 25x) 

2 3 

fig . 111.4. : Electrophorèse 
SDS- PAGE 12%. 
- piste 1: étalons PM ( 1 Oµg 
protéines marqueurs, Sigma) 

- piste 2: surnagean de milieu 
de culture ( concentré 40x) 

-piste 3 . endoPG purifiée 
( concen rée 40x) 



111.3. Evaluation de la purification 

Le tabl eau 111 1. appr·écie le rendernent d'une purificat ion. 
L'act ivité PG spécifique augmente 9 fois après purification. 11 faut cependant 
remarquer que cette valeur sous-estime l 'augrnentation d'activité endoPG 
spécifi que puisque l'on a pris en compte l'activité exoPG du surnageant en 
plus de l'act ivi té endoPG, lors du calcu l. 11 s'ensuit que le rendement de la 
purif ication de l'endoPG est supérieur à 42%. 

L'é lectrophor·èse sur gel de po lyacrylamide 12% montre que l'on a purifié une 
proté ine d'un PI'1 de 37.000 daltons d'un surnageant pauvre en protéines qu i 
laisse une fa ib le trai née de protéines sur le gel . A côté de cel a, on peut vo ir 
que l'endoPG purifiée est bien plus propre qu'une solution de 
polygal acturonase commerc iale (Pecti nase d' As;oer._q/1/us n1ge:r, Sigma). 
f ig. 111. 3. L'endoPG purifi ée n'est cependant pas de pureté t ota le puisque 2 
pet ites bandes contaminantes de bas PM sont vi si bles en-dessous de ce ll e 
cor-respondant à l' endoP6 de 37.000 daltons. (fig . 11 1 .4.) 

En in, la crirom atographie sur couche mince (fig. lli .2.) montre que l'on a bien 
isol é l' activ ité endoPG de l' activité PG (exoPG + endoPG ) du surnageant. 

111.4. Commentaire sur le protocole de pur1f1cat1on 

Le grand avantage du protocole de purification décrit dans ce travail est qu'il 
est très simple. 11 est faci le à mettr·e en oeuvre et demande peu de temps . en 
24 heures, on peut iso ler 4000 unités endoPG dans 25 ml de tampon acétate à 
partir de 200 ml de mili eu de culture. 
Le peu de temps requis pour une purification n'est pas seulement un avantage 
purement prat ique. En effet, l'enzyme est re lati vement instable, même à 4"C 
(voir cr,ap. 1 V.2.), et on a intérêt a l'isoler dans les plus brefs délais. 
Le seul inconvéni ent est que l'enzyme n'est pas de pureté totale. 
L'électrophorèse montre la présence de 2 protéines contaminantes, en faibles 
quantités, qui ont un PM de 30.000 et 24.000 daltons env iron. Quoique les PM 
ne soi ent pas fortement éloignés de celu i de l'endoPG (37.000 daltons), on 
pourrait envisager de les séparer par chromatographie en tam is moléculaire, 
sur Séphadex G-75 par exempl e. Malheureusement, cette al ternat ive n'est pas 
réalisabl e, vu les volumes que l'on est obl igé de traiter. En ef f et, toute 
concentration significative (supérieure à l0X) d'une so luti on de PG de C 
l/ndemut/J1anum se traduit par une perte considérable d'activité. Que ce soit 
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par précipitation au suif ate d'ammonium, lyophilisat ion ou ultrafiltration 
(Am1con CH2A Hollow Fîber Ultrafiltration System), on a constaté une perte 
très importante d'activité PG. De toute façon, ces contaminants ne sont pas 
gênants dans la mesure où l'objectif principal de la purification est atteint : 
on s·est débarrassé de l'activité exo PG qui interfère avec l'activité endoPG. 
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IV. Caractérisation de l'endopolygalacturonase de C. 
lindemuthionum. 

1 V. 1. Résumé 

Quelques caractéristiques de J'endoPG purifiée de C lindemut!Jianum (f) ont 
éte determ mées. 
L'enzyme est une glycoproteme qui a un poids moléculaire de 37.000 daltons 
et un pHi de 6,5. L act1vite enzymatique es optimale à 50°C et à pH 5,5. Elle 

possède un ~ = 0, 11 (%) sur acide homopolygalacturonique (Sigma). Enfin, 

l'enzyme est relativement instable : stockée à 4°C, elle perd plus de la moitié 
de son activité Initiale après 1 mois. 
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IV.2. Stabilité de l'enzyme à 4·c 

Quatre ml d'endoPG purif1ée ont été conservés a 4°C dans un tube f errné 
L'act ivi té PG de cette solution enzym atique a été dosée plusieurs fo is 
pendant un mo is. Les dosages ont été effectués comme décrit dans l es 
matér iel et méthodes en p.16 sauf que l'incubation du substrat s·est faite 
seul ement avec 50 µ 1 d'enzyme et pendant i 5 mrnutes. La fig. 1 V. 1. montre 
comment diminue l'act ivité endoPG pour des dosages réa li sés plus ieur·s jours 
après la purificat ion. 

nbre . de jours 
après purification 

0 

2 
3 
C ~' 
10 
16 
32 

Activité endoP6 
(AAbs ./ 1 Smin.) 

0.250 0.253 
0 .236 0 .235 
0.205 0.229 
0,2 16 0,21 2 
O, lô~ 0, iô1 
0, 121 0, 127 
0, 125 0, 125 
0.085 0,099 

1: Ë 0,300 
ln .. i, 

i 0,20ù - \ .. 

! \ 
f 0.100 -
0 .,, 
1: 
Il 

\tl 

~-------• 

.. ... 
► 

0,000 ----,----, ---,---... .. 
0 
,c 

0 10 20 30 40 

Nbre. de jours après purification 

fig .lV.1. : Stab1Ltè d~ l'e doPG à 4°C 

CE-s résul tats mon e t q e l'e doPG es ·nstab e : après 1 mo is, on perd plus 
de la moi tié de l'act ivité de dépar t. 
L'al lUt'e bimoda le de la courbe suggère l'ex istence de 2 populations d'encioPG. 
11 pourra i t s'ag ir d'une population d'endoPG glycosylée, plus stable, et d'une 
popu lat ion non glycosylée, moi ns stable. (cfr. 1 V.7. Mise en évidence du 
caractèi'e glycosylé de l'endoPG) 

re nargues : 

( 1) L'ajout de différentes concen trations en EDTA ou SAB n·améliore pas de 
façon significative la stabilité de l'enzyme à 4°C (chiffres non présentés). 

(2) Des pertes importantes d'activité ont également été observées après 
congélation à - l 8°C (plus de 25% d'activité perdue après 1 jour au 
congélateur). 
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Annexe IV. 1. : Température ootima;e d'activité de quelque:, endoPG 

origine 

l(i uverom,ftf.3 Tfl)iJ ;1;~., 
Aspt>rpllus ni1.,1er 
Asperp1Jlus sâ/1.7/ 
Ct.?n/cp/Jl?/'fi rJiplcdié!l la 

auteurs T9 optimale ( •c) 

Li rn et al , 19ô0 [ 3 i) 50 
Heinricr1ova et Dzurova, 198 î [32] 40 
Yarn esaki et .JI, l 966 331 45 
Enoo , l 96 t 34] 50 



1 V.3. Recherche de la température optimale d'activité 

Afin de déterminer la température optimale d'activité enzymatique, plusieurs 
dosages d'activité endoPG ont été réalisés à des températures co 1prises 
entre 4 et 80°C. Les dosages ont été effectués comme décrit dans les 
matériel et méthode en p.16 sauf que l'incubation du substrat s'est faite 
seulement avec 50 µ 1 d'enzyme et pendant 15 minutes. 
Les résultats obtenus sont présentés en fig.! V.2 .. 

lempéralure Aclivilé endoP6 0.300 
~ 

C- C) (AAbs ./ 1 Smin.) C ... 
1 E 

0,008 0,0 4 
ln 

4 .. 
10 0,032 0,032 

.... 
' Ill 0,200 20 0,061 C,09~ t 

30 0.151 0, 159 ~ 

40 0,236 0,235 ..... 
50 0,256 0,261 = ~ 

60 0, 125 0, 106 0 
'Ill 0,100 70 0,000 0,000 C 

J " 80 0,000 0,000 '" ... ... 
► , .. .. 
~ 

0,000 

0 20 40 60 80 100 

Température C-C) 

fig.lV.2. : température et activ ité enzymatique 

On trouve un optimum thermi que relativement élevé de so ±s·c. C'est u e 
valeur courante pour les endoPG. (annexe IV.1.) A partir de 70°C, l'endoPG 
perd ses propriétés catalytiques. 

IV.4. Détermination du pH optimum d'activité 

Afin de déterminer le pH optimum d'activité enzymat ique, plusieurs dosages 
d'acti vi té endoPG ont été réalisés dans des tampons ayant des pH de 4 à 8. 
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Annexe IV.2. : pH ot imum de quelques endoPG 

origine 

toma e 
banane 
/; '/uverom.J,r~s fr~1h, 
Erwi?ia carotovora 
Asperi71l!us fll[l8ï 

Aspergillus satoi 
Col!Btotric/l(Jm lioœm(J//l1'a17(Jm 
Comop/Jora oiplod1ellà 
Fusar ium ûty:spc1rum 
R/Ji.::""t.7f]us stolomfèr 

auteurs 

11ar"kovic et Slezar·ik, 1977 [ 49) 
Mar"kovic et al, 1975 [ 35) 
L im et al, 1980 [ 31] 
Nasuno et Starr, 1966 [ 36] 
Heinrichova et Dzurova, 1981 [32) 
Yamasaki et el, 1966 [ 33] 
Enolish et al, 1972 [ 12) 
Endo, 1964 [ 34) 
Strand et al. , 1976 [ 37) 
Leee West, 1981 (38) 

pH optimum 

4,5 
4,6 
4-5 
5,3 
4,9 
4,9 
5 

4-4,5 
5 

4,9 



Deux tampons ont été utilisés pour couvrir cette gamme de pH : un tampon 
acétate et un tampon phosphate. Les dosages d'activité ont été effectués 
comme décrit dans les matériel et méthode en p.16 sauf que l'incubation du 
substrat se fait seulement avec 50 _µ1 d'enzyme et pendant 15 minutes. 

Les résultats obtenus sont présentés en fig. l V.3 .. 

pH Activité endoP6 0,300 
(AAbs./ 15minJ 

~ 

tp. acétate 4.0 0.155 0.145 ~ ... 
(50mM) 4,5 0,200 0,200 ~ 

5,0 0,231 0,230 ~ .... 
5~5 0,229 0,238 . 0,200 VI 
6,0 0,206 0.208 .Q 

C 
tp. P04

3- 5,5 0, 113 0, 114 ~ 
\J lp . phosphate 

(50mM) 6,0 0, 109 o. 105 C i 6,5 0,051 0.057 ~ 
0 

7,0 0,000 0,000 1 0,100 
8,0 0,000 0,000 • . ., .. ... 

► ... .. 
Q 
C 

0,000 

3 4 5 6 7 

pH 

N.B : Aux env won de pH 3 ,5 l'acide polygalacturonlque n'est plus soluble. Aussi n'avons-nous pas 
effectué de mesures à des pH inférieurs à 4. 

fig.lV.3. : pH et activité enzymatique 

8 

Ces résultats montrent d'une part que les propriétés cata lyti ques de l'endoPG 
sont meilleures dans le tampon acétate et d'autre part que le pH optimum 
d'activité se situe entre 5,0 et 5,5. A partir de pH 7, l'activité enzymatique 
est absente. On peut proposer une hypothèse simple quant à sa disparition. 
Le pHi de l'enzyme est de 6,5 (chap. IV.8. : Détermination du pHi de l'endoPG). 

Cec i signifie qu·au delà de ce pH, l'enzyme se charge négativement. Or son 
substrat, l'acide polyga lacturonique, est lui aussi chargé négativement à ces 
pH. Dans ces conditions) on comprend que l'enzyme n'ait plus aucune aHinité 
pour son substrat. 
Quand on compare avec les pH opt imurn d'autres endoPG (annexe I V.2. ), on 
constate qu'il s'agit d'une valeur normale. Un pH faiblement acide semble être 
le pH idéal pour ce groupe d'enzymes. 
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Annexe IV.3. : Recr1er-crie du ternos optimum pour· un dosage d'activi té enzvrnatique ( la réaction 
s'effecwant à 30°C , pH 5,2 pour 5 unités endoPG par ml d'acide homopolygalacturonique 0, 1 %). 

200 unités endoPG ( environ 2m 1 d'endoPG purifiée) sont incubées avec 40m 1 d'aci de 
homopo1ygalacturonique/acétate 50rnM - pH 5,2 dans un er·lenmeyer en bain - marie à 30°C. Après 
différents temps d'incut1ation , des volumes de 1 ml sont prélevés et les produits de r·éaction (groupes 
r éducteurs) sont dosés. On obtient les r·ésultats suivants : 

Temps Produits de réaction 
(m in.) ( micro- éq/ml) 

0 0 0 
j() 1, 12 1, 14 
15 1,56 1 C:7 ,0.J 

20 1,84 1,77 
25 1,93 2,09 
30 2, 17 2,3 1 
40 2,85 2,94 
50 3, 14 3, 13 
60 3, 19 3, 18 
100 3,58 3,59 
120 3,70 3,51 
180 3,72 3,73 

,.., ... e .... .. 
•Il ..., 
C: 
0 ·~ .. 
C> .. 

•Il 
~ 

,1 
1h .. -:, 

"1:1 
0 
~ 
D. 

4,00 

3,00 

2,00 

1,00 

0,00 
0 

• 

100 
Temps (min.) 

200 

Les produ its de catalyse enzymatique s·accumulent toujours plus lentement avec le temps parce que 
le substrat est progressivement hydrolysé et devient ainsi de moins en moins disponible. Au-delà de 
1 heure, l'accumu1ation des produits devient négligeab le et le dosage d'activité endoPG est exclu. Des 
temps compris entre 10 et 40 minutes conv iennent pour doser l'activité enzvmatique. 
Des temps d'incubation courts ( 10 , 15 ou 20 minutes, par exemple) sont des temps pour lesquels 
l'enzvme fonctionne avec une bonne efficience. Pour des temps plus longs (30, 40 minutes, par 
exemp le), l'efficience est moindre. En outre , des temps d'incubation élevés permettent un dosage 
plus précis : l'erreur relative commise sur une mesure sera moins impor tante. 11 faut donc trouver 
un compromis entre efficience enzymatique et précision des mesures. Pour l'étude cinétique de 
l'endoPG, nous avons choisi un temps d'incubati on de 30 minutes. 



IV.5. Cinétique enzymatique: recherche du KM 

Pour tracer la courbe de vitesse enzymatique en fonction de la concentration 
en substrat, et ainsi déterminer la constante de Michael1s-Menten (KM), on a 
dose les produits d'hydrolyse enzymatique. Ces dosages ont été effectués 
dans des cond it ions déterminées · 
- le substrat est l'acide r,ornopolygalactur·onique (Sigma) pour· lequel on a 

trouvé un degré de polymérisation moyen DP = 15 (cette va leur a été obtenue 
en comparant le pouvoir réducteur de l'acide homopolygalacturonique avec 
celui de l'acide galactur onique, par :2 méthode._ différentes ) 

-5 unités endoPG sont incubées par ml de substrat de concentration donnée. 
-une température dïncubat10n de 30°C. 
- un pH d'incubation de 5,2 (pH opt 1murn d'activ i té). 
-un temps de réac tion enzymat 1que de 30 minutes. (annexe I V.1.) 
L'augmentation du nombre de groupes réducteurs en 30 minutes donne la 
vitesse enzymatique. 
Les résu ltats suivant ont été obtenus : 

Conc . substrat vitesse enz. 
(X) 

0,0 10 
0.025 
0,050 
0,07~, 
0, 100 
0,250 
0,500 
1,000 
2,000 

(péq/30min.) 

0,25 0,32 
0,67 0,71 
1,35 1,33 
1,65 1,65 
2, 15 2,41 
3,71 3, 15 
3,52 4, 6 
4.05 3.95 
3,81 4,03 

1 /vitesse enz. 

(micro-éq/ml) 

~ 5,00 Il: ... e 4,00 Umax 
0 
l'I) .... 3,00 cr 
•.i ..,_. 2,00 

' 

"" 1,00 C: 

" 
" 0,00 VI 
VI o! 2 3 " ., 

Conc. substrat (X) ... Km ~ 

5 ~----------------

4 

3 

2 

-20 0 

-1/Km 
20 40 60 80 100 120 

1/conc. substrat (1/1) 

N.B. : Toutes les solutions à doser auxquelles on a a.1outé le DNS ont été filtrées sur filtre Mîl11pore 
1 ,q;.m avant de les passer au spectrophotomètre parce que, à concentration élevée , les pect ines 
créent un trouble -un précip ité- qui empêche toute lecture correcte de l'absorbance. 

fig. IV.4. : concentra tion en substrat et vitesse enzymatique · (Courbe 
Michae 1 is-Menten) 
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Annexe IV . 4. Recr1erc e du KM par ajus ernent de l'équa 10 de Mie, ael is-Merit.en aux valeu r-s 
expérimentales. (quelques par agr-apties du listing BMDP 3R.) 

BMDP3R - NONLl NE~R REGRESSI ON 

Copyright 1977, 1979, 1981, 1982, 1983, 1985, 1987, 1988 

BMPP St atis~ical Software, Inc. 

BHDP Statistical Software, Inc.! Statistical Software, Ltd. 

1440 Sepulveda Blvd 

Los Angeles, CA 90025 USA 

Cork Technology Park, Hodel Fann Rd 

Cork, Ireland 

Phone (213) 479-7799 

Fax (213) 312-0161 

Tel ex 4972934 BMDP UI 

Version: 1988 (VAX/VMS) 

Phone +353 21 542722 

Fax +353 21 542822 

Telex 75659 SSWL El 

Hanual: BMDP Hanua l Vo l . 1 (August, 1988); Vol. 2 (December, 1988). 

Use 1983 or 1985 edition until 1988 becomes available. 

/problem ti t le is 'cinetique endoPG'. 

/input file - •endopg.dat'. 

variables - 2. 

cases - 18. 

format - free. 

/variables names - conc,activite. 

/regress dependent - activite. 

independent - conc. 

pa rameters • 2. 

/fun f - (pl *conc)/(p2+conc). 

/parameters initia l - 1,.200. 

/plot residual. 

variable - conc. 

norma l . 

ITERATION 

NO. HALVING 

0 0 

1 0 
2 0 

3 0 

4 0 

5 0 
6 0 

7 0 

8 0 

9 0 

RESIDUAL 

SUH OF SQ 

1. 36762 

0.02408 

0.01289 

0.01252 

0.01252 

0.01252 

0.01252 

0.01252 

0.01252 

0.01252 

Pl: Vm.i'i 

1.00000 

0.41048 

0.43037 

0.43507 

0.43405 

0.43418 

0.43416 

0.43416 

0.43416 

0.43416 

P2: k,, 

0.20000 

0.13609 

0.10605 

0.11532 

0.11426 

0.11443 

0.11441 

0 .11441 

0.11441 

0.11441 

size - 20,15. 

/end. ITERATION 9 HAS THE SHALLEST RESIDUAL SUH OF SQUARES(SUBJECT TO CONSTRAI NTS, 

CASE PREDICTED STD DEY OF 

NO. LABEL activite PRED VALUE 

1 0.348976E-01 0 .335118E-02 

2 0.348976E-01 0 .335ll8E-02 
3 0.778570E-01 0.650606E-02 
4 0.778570E-Ol 0.650606E-02 

s 0.132036 0.899405E-02 

6 0.132036 0.899405E-02 

7 0.171914 0.981249E-02 

8 0.171914 0. 98124 9E-02 

9 0.202492 0. 990901E-02 

10 0.202492 0.990901E-02 

11 0.297853 0.841726E-02 

12 0.297853 0. 841726E-02 
13 0.353317 O.B89457E-02 
14 0.353317 0.889457E-02 

15 0.389590 0 .112214E-01 
16 0.389590 0 .112214E-01 
17 o. 410671 0.133312E-Ol 
18 0.410671 0.133312E-Ol 

IF ANY) . 

REHAINING 

PARAHETER 

OBSERVED 

acti vite 

0. llOOOOE-01 

0.180000E-01 

0.530000E-01 

0.570000E-01 

0.122000 

0.120000 

0.152000 

0.152000 

CALCULATIONS ARE BASED ON THE RESULTS OF THIS ITERATION. 

ESTIHATE 

0.434163 

0.114411 

ASYMPTOTIC 

STANDARD DEVIATION 

0.016240 

D.D.15006 

TOLERANCE 

0.4444038853 

0.4444038853 

COOK WEIGHT * STANDARDIZED 

RESIDUAL DISTANCE DIAG HAT HAT RESIDUAL conc 

-0.238976E-Ol 0.539049E-02 0 .143514E-Ol -0.860484 0. lOOOOOE-01 

-0.168976E-Ol 0.269507E-02 0.14351◄E-01 -0.608434 0 .100000E-01 

-0.248570E-01 0.23B672E-01 O. 540922E-01 -0.913635 0. 250000E-Ol 

-0.208570E-Ol 0.16803eE-01 0.540922E-01 -0.766613 0. 250000E-01 

-0 .100363E-01 0.827567E-02 0.103373 -0.378894 0. SOOOOOE-01 

-0.120363E-01 0.119026E-Ol 0.103373 -0.454399 0. 500000E-01 

-0.199136E-Ol 0.405386E-01 0.123043 -0.760169 0. 750000E-01 

-0.199136E-Ol 0. 4 0538 6E-Ol 0.123043 -0.760169 0. 750000E-01 

0.202000 · -0.491577E-03 0.253318E-04 0.125◄76 -0.187912E-Ol 0.100000 

0.229000 0.265084E-01 0. 736633E-Ol 0.125476 1.01332 0.100000 

0.360000 0.621468E-01 0.270134 0.905398E-01 2.32957 0.250000 

0.303000 0.514683E-02 0.185276E-02 0.90539BE-01 0.192929 0.250000 

0.341000 -0.123170E-01 0.121284E-01 0.101099 -0.464407 0.500000 

0.406000 0.526830E-Ol 0.221888 0.101099 1. 98639 0.500000 

0.394000 0.440982E-02 0.283981E-02 0.160913 0.172094 1.00000 

0.384000 -0.559017E-02 0.456350E-02 0.160913 -0.218158 1. 00000 

0.370000 -0.406709E-01 0.401829 o. 227112 -1. 65377 2.00000 

0.392000 -0.1116709E-01 0.846845E-01 0.227112 -0.759199 2.00000 



En a JUstant ces va leurs expérim enta les, par régr-ess ion non l 1néa1re, à 
l'équation de 1'1ichaëlis-Menten on obtlent un KM = 0, 11 (annexe IV.4.). Cette 

va leur peut être comparée à celles trouvées par d'autres auteurs pour 
d1ff érentes endoPG. (annexe I V.5.) 

Annexe IV.5. : KM de quelques endoPG 

or1g1ne substrat KM ( 1) auteurs 

tomate ac. polygalacturonique 0,04 Markovic et Siezarik, 1977 [ 47] 
(DP = 187) 

Asperg/llus n1'ç;ff ac. polygalacturonique 0,04 Thibault et Mercier, 1979 [ 48) 
( DP = 44 ) 

ac. polygalacturonique 0,02 Heinrichova et Dzurova, 1981 [ 32) 
( DP = 153) 

ac. t'1exagaiacturonique 0,07 
ac. pentagalacturonique 0,0& 
ac. tétraga a.,turon ique 0, 13 

Erwin/a carotovora ac. polyga1acturonique 0, 15 Nasuno et Star r, 1 966 [ 36] 

Rll/z-opt1s stolon/ièr ac. polygalacturonique 0,07 Lee et West , 1981 (38] 
( DP = 60) 

35 



fig. IV .5. : Matériel dE: chromatograohie 
1. colcinne Sepr,acex G- 75 ( Pharmacia) 
2. colonne cr -Sep ade , C-50 ( Pharrnacia) 
3. détecteur UV ( Sir,g ie patn monitor UV- 1 - Optical unit, Anal is) 
4 am~1 iflca eur ( Single P-:Jt monitor UV-1 - Contol unit , Analis) 
S. pompe péristal ique ( 21 32 M 1croperpex, LK B) 
6. collecteur de frac 1on ( ISCO) 
7. enregistreur ( LK 8) 



IV. Recherche du poids moléculaire 

Le poi ds moléculaire d'une protéine donnée peut être déterminé par 
chromatographie en tamis moléculaire. (fig. IV.5.) A l'aide d'u e colonne 
(2, 1 0 X 87 cm, soit un volume total de ge l Vt = 300 ml) de Sephadex G-75 
(Pharmacia) calibrée, nous avons t rouvé un PM de 36.000 da ltons pour· 
l'endoPG de C lino'emutllianum . 

Ca I i brot ion 
Le vo lume mort (VO) de la colonne a ete donné par le vo lume d'élution du bleu 
dextran : 5 ml de bleu dextran (Pharmacia) 0,2% ont été app iqués su la 
colonne et élués à une vitesse de 7 ml.cm-2.h- 1 par du tampon acétate 50 mM -
pH 5,2. On a tro 1vé une va .eur vo = 95 ml. 
La ca ,itJ'ation propreme,"l t dite a é é réa isée de la même manière avec 5 ml 
d'un mélange SAB (Slgma) 1,5% - ovalbumine (Sigma) 1 ?o - Cytochrome c 
(Sigma) 0,5%. On a noté les volumes d'élution su ivants: 

SAB 
Ova lbumine 
Cytoct'1rorr1e C 

0,50 

0,40 

. 0,30 
► Ill 
~ 0,20 

0, 10 

0,00 
104 

PM (daltons) 

67.000 
42.000 
12.400 

Ve (ml) 

107 
125 
,93 

PM (dallons) 

Kav = (Ve- VO)/(Vt-VO) 

0,06 
0, 15 
0,48 

105 

fig. IV.6. : Calibration de la colonne de Sephadex G-75 
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Annexe IV.6. : Poids moléculaire de quelques endoPG 

origine 

tomate 

Aspe1J11!/us niger 

t11sari11m a1·:v::.por11m 
Colletotric!wm 

linœmuttliar111m 

auteurs 

Pressey et Avan s, 1973 [ 44) 

Cooke et al , 1976 [ 45] 
Fisher· et al, 1973 [ 46] 
Strand et al, 1976 [ 37] 
Barthe et al, 1981 [ 47] 
Englis~, et al, 1972 [ 12] 

PM ( méthode) 

84.000 (G-100) 
44.000 (G-100) 
35.000 ( G- 75) 
31.000 (P - 150) 
37.000 ( ultracentrifugation) 
37.000 (G-100) 
62.000 (P-300) 



Détermination du PM 
1 O ml d'endoPG purifiée ont été appliqués sur la colonne préalablement rincée 
et équilibrée dans un tampon acétate 50 mM - pH 5,2. L'élut ion a été réalisée 
avec un débit de 7 ml.cm-2.h-1 et l'activité endoPG a été suivie en sortie de 
col onne. Le dosage de l'activité a été réalisé comme décrit dans les matérie l 
et méthodes en p.16 sauf que l'incubation du substrat s'est faite seulement 
avec 50 p.1 d'enzyme et pendant 15 min .. 

0,5 0,2 "'l' 
Ovalb., • Cyt . C • 

! E 
U") 

0,4 .. .... 
' E W'I 

SAB....._ ,A 
C 0,3 C 
C ~ .... Abs . 280 nm 

~ 0,1 w 
❖ Activité endoPG . 0,2 f 

J • 
C l 

0,1 • 
"' .. • 
► • 0,0 0,0 .. 
~ 

50 150 2c:-r, C ,.; ,; 

Ve (ml) 

fig. IV.7. : profil de chromatographie sur Sephadex G-75 

L'élut ion de l'endoPG atteint son maximum dès 136 ml. Nous considérons donc 
le volume d'élution de l'endoPG, Ve endoPG = 136 ml. Cette valeur correspond 
à un Kav de 0,20, ou encore, à un PM de 36.000 daltons. 
Comme la littérature [13) mentionne un PM de 37.000 daltons et comme 
l'électrophorèse 5D5-PAGE précédente montre également un PM de 37.000 
daltons pour l'endoPG, nous tenons cette valeur pour plus exacte. 
On trouve en annexe I V.6. les PM d'autres endoPG. 
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1 V. 7. Mise en évidence du caractère glycosylé de l'endoPG 

La glycosylat1on de l'endoPG a été démontrée par le fait qu'elle se lie à la 
c oncanava 1 i ne A 

ConA-Sepharose 
La ConA-Sepharose (Pharmacia) est composée de concanavaline A (ConA) 
couplée à du Sepharose 45. 
La concanava l ine A se combine à des mo lécules qui comportent des rés idus 
(X,-D-mannopyranosyl, (X,-D-glucopyranosy1 et à des produits de structure 
stér ique vois ine. Pour réagir avec la ConA, le sucre qui se combine do i t 
compor-ter des groupes t"ifdrüxylés en c-~., C-4 et C-6. [30] 

Mise en évidence de la glycosylation 
1 Om 1 d'endoPG purifiée (environ 300 µg) ont été dialysés contre un tampon 
acétate 50 mM - pH 5,2, r~aCl l M, CaC12 1 mr1, MnC12 1 mM, MgC12 1 mM avant 

d'être appliqués sur une colonne (8 ml) de ConA-Sepharose 48 équilibrée 
préa lablement par le même tampon. La présence simultanée d'ions Mn2+ et 
Ca2+ est ind ispensable si l'on veut maintenir le pouvoir de combina ison de la 
mo lécule de concanavaline A à pH 5,2. [39] 
Un rinçage a été réa l isé avec JO ml de tampon. L'élut1on des produ i ts fixés a 
été assurée par une solution d'(X,-D-rnéthylmannosïde tamponnée (comme 
proposé dans le manuel "Affinity chromatography : principles & methods" de 
Pharmacia) : 15 ml de tampon acétate 50 mM-pH 5,2,Na Cl 1 M, CaC12 1 mM, 

MnC1 2 1 mM, MgCl 2 1 mM et (X,-D-méthylmannoside 0,5 M. 

1 
! 
1 • 

i 
1 

1 1 1 i 1 ' 1 l 

fig. 1 V.8. : profil de chromatographie sur ConA-Sepharose 
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Discussion 
Le prof i 1 de ct'iromatographie montre ou·une bonne partie de l'activi té 
enzymat ique a été re tenue par la colonne de ConA-Sepharose. Cependant, ur,e 
parti e non nég l igeable passe, sans être retenue, lors du dépôt de l'endoPG et 
lors du rinçage. 11 ne s·ag i t pas ic i d'une déf icience de capacité du ge 1. Une 
telle colonne a une capacité élevée (8,5 mg de thyroglobuline porcine/m i de 
gel, par' exemple -donnée fourni t par Pharmac. ia Fine Chemicals [39]); 300 µg 
d'endoPC, rie peuvent la saturer. En conséquent , nous pouvons interpréter ces 
résultats de 2 façons : 
- soi t on a a faire à 2 popu lat ions d'endoPG : 1 population étant glycosylée et 

l'autre ne l'étaflt pas; ce qui est possible vu l'allure bimodale de la courbe de 
stab i li t é de l'enzyme à 4°C (cfr. IV.2. Stab i l i té de l'endoPG à 4°C). 

- soit l'endoPG est une protéine peu glycosylée qui ne se lie que fa iblement 
aux mo ]écu les de concanaval ine A Vu les résultats de l'électrophorèse 
SOS- PAGE 12% (fig. 111.3. et 111.4.), cette deux ième hypothèse semble 
protiable. En eff et, la bande protéique correspondant à l'endoPG n·est pas 
perturbée comme c'est généralement le cas des protéines fortement 
giycosyl ées : la bande proté ique n'est pas re tardée et ne laisse aucune 
trainée derr ière elle. 

1 V.8. Recherche du pHi 

Le pH1 de l'endoPG de C !Indemut/JIa1wm (/5') a été déterminé par 

él ectrofoca1isat1 on (iso.e_lectric f.ocusing ou IEF )., une techn ique qui perm et 
d. · l l c r t ,. 1 l I...J 1s0 er .e_, p, o~eines se on eur p, ,1. 

Electrofocal isatlon : principe 
L'é lectof oca l isat ion est une techn ique é lectrophorét ique particulière. Les 
protéi nes, sous l'influence d'un champ électrique, migrent dans un gel à 
grad ient de pH. Au fur et à mesure de leur m1grat1on, le pH du gel mod if ie 
leur charge électrique. Quand celle-cl devient nulle, c-à-d. quand les 
protéines se trouvent sous leur pHi, la migration cesse. Les protéines 

déposées sur le gel IEF migrent et finissent donc par s'équilibrer à leur pHi . 
Le gradient de pH dans le gel est réalisé par un mélange de polyampholytes 
(ayant des pHi différents) de petit PM, appelés ampholines. Celles-ci , sous 

l'inf luence du champs électrique entre l'anode et la cathode migrent 
rapi dement jusqu'à leur pHi et produisent ainsi localement un pH déterminé. 
Les ampholytes les plus acides se concentrant vers l'anode et les plus 
basiques vers la cathode étab I issent un gradient de pH. 
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Préparation du gel IEF 
L'é lectrofoca lisation a étè réalisée sur gel plat (115 x 230 xi mm) de 
polyacrylam ide. Celui-ci a été préparé et coulé comme décrit dans le manuel 
"lsoelectric Focusing - principles & methods ( 1982)" de Pharmacia Fi ne 
Chemicals. [40] 
La composition du gel est la suivante : (compos ition pour 30 ml) 

-Acrylam ide (LKB) 30% - Bisacrylamide (LKB) 1,6% 
-Ampholines (Pharmac1a) : Pharmalyte 5-8 

Pharmalyte 6,5-9 
Pharmalyte 3-1 O 

-Urée (LKE1) 
-H20d 
-Persulf ate d'ammonium (Merck) 30% 
- TEt'-1ED (Merck) 

(porter jusqu'à 

4,5 ml 
3 ml 

0,3 ml 
0,8 ml 
3 ml 
30 ml) 

80 µl 

30 J.ll 

Apres 90min. de polymer1sation, le gel a été extrait de son moule et a été 
posé dé l icatement sur la plaque de l'appareil à électrofocalisation (2117 
MUL TIPHOR Il - Electropr,oresis Unit, LKB). 

Focal lsotlon 
Les bar,des d'électrodes, préalab lement équilibrées dans leur tampon 
d'électrofocalisation ont été appliquées en haut et en bas du gel. 

tampon d'électrofocalisat1on: 
-pour l'anode : acide glutami que 0,2 M (Janssen) 
- pour la cathode : histidine 0,04 M (Merck) 

On a ensuite déposé les échantillons dans leurs puits. Un puits a été rempli 
avec 15 _µ 1 d'endoPG purifiée et concentrée 40 f o1s, et un autre avec 1 o J.1 l d'un 
mélange de protéines marqueurs qui ont permis d'aprécier la qualité de 
l'é lectrof oca l isat ion. 
On a ajusté une différence de potentiel de 500 V pendant 3 h pour permettre 
la pénétration des échantillons dans la profondeur du gel, avant de passer à 
700 V pendant une nuit. L'électrofocalisation a été réalisée à 2s·c. 

Mesure du pH 
Immédiatement après foca l isation, une bande de gel de 1 cm de largeur a été 
écartée et coupée, avec précision, en petits segments de 0,5 cm. Ceux-ci ont 
été olonaés séparément dans des cupules contenant 2ml d'eau désionisée. _, 

Dans ces conditions, 1 e pH de l'eau prend le pH du ge 1. 
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1 2 

fig. lV.9. · Ge1 IEF 
- piste 1 : contrôle 
- piste 2 endoPG purifiée 



Détection dea protéines 
Après l'é lectrof oca l isat ion, le gel a été plongé dans une solution de colorant à 
base de bleu de Coomassie, puis dans plusieurs bains de lavage (décolorant) 
pour éliminer l'excédent de colorant qui n'a pas été fixé sur les protéines. 

colorant: (composition pour 250 ml) 
- 1so-propanol : 67,5 ml 
-acide acétique : 25 ml 
-Bleu de Coomass ie Bri l1ant Blue R250 (Merck) : 0, 1 g 
-Croce in Scarlet (Sigma) : 0, 125 g 
-CuS04 (Fluka) : 1,25 g 

: 157,5 ml 

décolorant: (composition pour 250 rnl) 

- i so-propano l 
-ac ide acèt ique 
-CuS0

4 

Résultats 

fi l') ' V O '.:, · 1 • -

distance (cm) pH 
0 C: ,v 2.91 8 
1 3,69 

1,5 4,87 
2 5,21 

7 2,5 5,39 
"l v 5,61 

"7C 5,72 v,v 
6 4 5,64 

4,5 5,89 
5 5,97 

5 5,5 5,97 i 
6 5,99 

6,5 6,04 
4 7 6,11 

7,5 6,18 
8 6,22 
8,5 6,27 3 
9 6,34 
9,5 6,58 
10 6,91 2 
10,5 6,96 0 
11 7,53 

11,5 7,62 

: 30 ml 
: !7,5 ml 
: 1,25 g 

: 202,5 ml 

gradient pH 

2 4 6 

distance (cm) 

8 10 12 
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1 

Dans les conditi ons expérimenta les decr1 tes ci-dessus, nous obtenons pour 
l'enooPG de (. lindemuthianum (Jh un pH1 = 6,5 
Les pHi d'autres endoPG sont données en annexe l V.7 .. 

Annexe IV. 7. : pHi de quelques endoPG 

origine 

Aspe."p1i/us m~r 
Comott;_vr i11m dip kviel la 
Fus .. 'ir1l1m an-·s1x1.rum 
/:..'/ave.r~·m,1,œs fr api!/: 

auteurs 

Koller et Neukorn , 1969 [ 43] 
Endo, 1964 [ 34) 
$tr and et al , 1976 [ 37] 
Lim eta! , 1980 [31] 

pHi 

4,5 
7,6 
7 

5,8- 6 , 1 

IV.9. Activité enzymatique sur gel pectate-calcium 

Le subs tr'Jt de i·endûPG est l'ac ide pol yga lacturonlque. En présence de 
calcium, les cria1nes homopolygalacturonates s·associent pour former un ge l 
(cfr. introduction). 
Nous avons dosé l'activité endoPG dans une solution de pectate-sodium et 
dans un ge l pectate-calcium. L'endoPG s·est avérée incapable d'hydrolyser le 
ge l pectate-calciurn (acide hornopolygalacturonique o, 1 % + Ca2+ 150 mt"I / 
acétate 50 mM - pH 5,2). 
Le site actif de l'endoPG ne reconnaît vraissemblablement pas les chaînes 
pectates sous leur conformation gel. 

42 



V. Production d1un sérum ant i-endop 1 yga 1 acturonase de 
Colletotrichum lindemuthionum /JJJ 

V.1. Résumé 

Un sérum anti -endoPG et un sérum dirigé contre l'ensemble des protéines d'un 
surnageant de culture de C lindemut!llanum (jJ) ont été produits par 

H rnun1sat lon de lapins avec, respectivement, 300 et 500 µg d'antigène. 
Ces 2 sérums qui reconnaissent les Ag exocellul aires de C llndemut!Jianun: 
(p-') - non pa thogène sur haricot (var. Roi des Beurres)- reconnaissent 
éga lement les Ag exocel lula ires de C l indemut!Jianum (b1•11ambara/ 
- patriogène sur har icot (var. Roi des Beur-res)- . 

V.2. Matér iel et méthodes 

Deux lapins ont été immunisés, l'un contre l'endoPG pur ifiée, l'autre contre 
l'ensemble de~ protéines d'un surnageant de culture - ou les protéines 
exoce ll ula1res- de C lmdemut/Jiamxn (j]). 

V. 2 1 Pr-épar-a t 1 on des an t 1 gènes 

Avant d'être in _j ectés aux lapins, l'endoPG et les pro téines exoce l lulaires ont 
du êt re concentrées 

L'endoPG a été concent rée par précipitation à l'acétone à 4°C. Si x volumes 
d'acétone ont été ajoutés à 1 volume d'endoPG purifiée. Cette solut ion a été 
ma intenue une nuit à 4°C avant centrifugation à 4000 g pendant 30 min. Le 
culot a é é séché à l' air libre et resuspendu dans du PBS-pH 7,4. La 
suspension a finalement été filtrée stéri lement sur une membrane Millipore 
0,22 µm. 300 µg d'endoPG dans 1,5 ml de PB5-pH 7,4 ont ains i été obtenus. 
(Les pro té ines ont été dosées comme décrit dans les matériel et méthodes en 
p.20 et l'étalonnage a été réa li sé avec di fférentes concentrations de 
SAB/PBS.) 
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Annexe V. 1. : cornpos1t10n du tampon PBS 

r·~a2HP04 2H20 
KH2P04 
KC1 
NaC1 

1,44g/ ) 

0 ,2g/l 

0 ,2g/1 
8,0g/ 1 

pH 7,4 



Les protéines d'un surnageant de culture de 6 jours filtré stérilement sur une 
membrane Sart.orius 0,22 µm, ont été concentrées par précip · tat ion au 
sulfate d'ammonium. Des cristaux de (NH4)

2
S04 ont été ajoutés au 

surnageant, sous agitat ion constante, jusqu'à atteindre 80% de satur·at ion. 
Les protéines ont ensuite été sédimentées par centrifugation à 10.000 g 
pendant 15 min. Le culot a été resuspendu dans du PBS-pH 7,4. Cette solut ion 
a été dialysée contre le même tampon afin d'éliminer les résidus éventue is de 
(NH

4
)S04 et puis filtrée strérilemcnt sur une membrane Millipore 0,22 µrn . Un 

demi -gramme de protéines exocellu laires dans 1,5 ml de PBS ont ains i été 
obtenu~: 

V.2.2. Immunisation des lap ins 

Une première inject ion intraderm ique a été réa li sée avec une émulsion de 0,5 
m 1 d' Ag ( 1 00 JJ. 9 d'endoPG, 165 µg d0 proté ines exoce l lulaires ) et 0,5 ml 
d'ad juvant complet de Freund (Gibco ). 15 _j ours après, 2 rappels, à 1 O Jour~, 
d'i nterva ll e, ont été effectués. Une érnuls ior1 de 0,5 ml d'Ag ( 100 µg d'endoPG, 

165 µg de proté ines exoce l lu laires ) et 0,5 ml d'ad j uvant incomplet de Freund 
(Gibco) a été injectée à chaque fois par voie intramuscula ire. Huit jours 
après la dern ière injection, du sang a été prélevé. Les sérums en ont été 
extra i ts après rétraction du caiilot sa:igu n à l'air libre et él iminat ·on des 
globule':. rouges rés idue !s pa cent.r i ugat' on (5 min à 700 g). 

V.2 3 Dot-bl ot sur ni trocell ul ose 

Principe : 

On adsort,e l' ant igène SLH' la feu i lle de nitrocell ulose. Après blocage des sites 
non spécifiques, la feuille est incubée en présence du polyserum à tester. une 
incubation ultérieure avec un Ac couplé à la peroxydase permet, par 
l'oxydation d'un substrat non coloré en un complexe coloré, de mettre en 
évidence la présence d'anticorps, et donc de l'antigène, sur le support. 

Protocole : 

1. Dépôt de l'Ag. 
5 _µ l d'Ag sont déposés sur les languettes de nitrocellulose (Bio- Rad). On 

dépose 1 µlà la fois en attendant que le dépôt précédent soit bien sec. 
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fig . V. 1. : Elisa indirect : L'antigène est fixé sur le support soli de et est reconnu pcrun anticorps 
primaire spécifique de cet antigène. Ce dernier sera, à son tour, reconnu par un anticorps 
secondaire anti - immunoglobuline couplé à une enzyme 

Antigène 

Anticorps primaire 

Anticorps secondaire couplé à une enzyme 
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2 Saturat ion. 
Les feuilles de nitrocellulose sont saturées dans une solution de sérum de 
cheval (Gibco) 10%/ PBS-pH 7,4. On incube pendant une nu it à 4°C. 

3. Dépôt du premier Ac. 
On incube les membranes de nitrocellulose 1 h à température ambiante 
avec le polysérum dilué 20 fo is dans du PBS-pH 7,4 contenant 1% de sérum 
de cheva l. 

4. Lavage. 
On lave 3 fois les membranes pendant 10 min avec du PBS + Tween20 
(r--1erck) 0, 1 %. 

5. Dépôt du deuxième Ac. 
On incube la membrane en présence de DAR -Peroxydase (Donkey 
Ant i -Rabbi t. Peroxydase, Amersham) dilué 500 fo is dans du PBS + 

sérum ae cheval 1 %, 1 h à 37°C. 
6 Lavage. 

On lave 3 fois les membranes pendant 1 Omin avec du PBS + 0, 1 % de 
Tween20. 

7. Révélation. 
O 1 révèle avec un mé ange de aiarnrnot,er,zimne (DA6) Sigrna) 0,05~ et de 
H202 (UCB) 0,03 '.Z./Tris 50 rnï-'l - pH 7)5. On arrête la réaction en plongeant 

les rnernbrat1es dans HCI 0, 1 N. 

V2.4. Te~.t ELI SA(méthode indi:--ecte) [41] 

Principe : (f1g V.1.) 

On f ix:e l'Ag sur un support et celui - ci est reconnu par des .A.c spécifiques qu1 
eux- mêmes seront reconnus par des Ac dits secondaires 
anti - irnrnunog lobulines, couplés à une enzyme. L'Ac seconda ir·e doit être 
produit dans une espèce animale différente de ce l le produisant l'Ac primaire. 
La phase solide sur laquelle on adsorbe l'Ag peut être du polystyrène, de la 
nitrocellulose, du pap ier, du verre, de l'agarose, de la cellulose ou du 
Sephacryl. Dans la prati que, on utilise le plus souvent les matières 
plast i ques (type polystyrène ou PVC) et le dot -b lot sur nitroce llulose, bien 
que ce dern ier ne donne que des informat ions qualitatives. 
Le dosage de l' Ag est basé sur la transformation d'un substrat peu ou pas 
co loré en produi t très coloré. L'enzyme utilisée ici est la peroxydase. 

Protocole: 

1. Dépôt de l' Ag. 
50 _µ l (environ 1 O µg de protéines/ml) sont déposés par puits. 
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Ag= protêines exoc,ellulaires Ag= endüPG 
( C linœmut/J1'am1m (fl)) ( C linœmut/J1'anum (//) ) 

1 2 3 

sérums: 1 et 3: nalfs (sérums avant 1mmun1sat1on) 
2: anti - protéines exocellulaires ( C linL"'3m1.1t/Jian1.1m (/J)) 
4. anti-endo G C lil7l.-femutliianum (//)) 

fig. V.2.: Dot-blot sur nitrocellulose 
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2. Saturation. 
Les pu its sont vidés de la solut ion d'Ag et rem plis avec une solution de 
poudre de lait 0,05% /PBS. La plaque est laissée 2 h à 37° C. Cette étape 
pe met de bloquer les sites restants non saturés et d'éviter ainsi 

l'adsorption non spécifique des Ac primaires et secondaires sur le support 
so l' de. 

3. Depôt du premi er Ac. 
50 _µ. l du po lysérum sont déposés dans chaque puits. La pl aque est mise à 
incuber pendant 1 t1 à 37°C. 

4. Lavage. 
Les pui ts sont lavés 6 foi s avec du PBS. 

5 Dé;:,ôt du deux· ème Ac. 
50 _µ. l d'un Ac couplé à une peroxydase, dilué 500 fois dans le tampon PBS, 
sont déposés dans les puits. On incube 1 r, à 37°C. 

6. Lavage. 
Les p i•s sont lavés 6 fois avec du PES. 

7 R . 1 ~ . . eve.a,_10n. 
On ajoute 100 _µ. l d'une solut ion d'ABTS-H202 par puits et on laisse incuber 

15rnin à37°C 
Sc lut1on ABTS-H202 : -ABTS: Azino-d1- [ethyl -Q.enzot h1 azolin-2u lfonate] 

(Boehri . ger) 
- H

2
0

2 
30% (UCB) 

-tampon citrate = a2HP0
4
.2H20 (~1erck) 20,5 g/1 

acide c:t r1que (UCB) 8,9 g/l 
pH 5,6 

:__ ·ssoudr e 4,2 mg d'ABTS dans 5,6 ml de tampon cit rate. Ajouter 5 µl 
d'H202 dans ce mélange. (la so lution est préparée extemporanémen ) 

8 Lectur-e 
Ell e est r'éa lisée par- un lecteur EL IS.A T1tertek ; l'al)sorbance est réglée à 
405 nm. 

V.3. Résultats 

La production d'Ac ant i - endoPG et ant i - protéines exoce l lulaires de C 
l !ndemut/)laflum (p"') a été vérifiée rapi dement par dot-blot sur nitrocellu lose. 
(fig. V.2.) 
Nous avons ensuite testé les 2 sérums sur les protéines exocellula ires de 
C ll!7demuthial7um (bwambara), une race qu i, contrairement à Co!letotr!chun 
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Ag • protitnn 1XOC11lulltr1 dl C. ~ (IJlœ) 

0,0 -+------
2 

AS• protili"II! IXOClllulllrn d; C. ~ (b,t..,,.,.J 

e o.2 
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0 .. 
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~ 0.1 

0,0 -+------
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Ag • endoP6 de C. ~ f/Jlâ) 

e 0,2 
• 
Il') 

= • 
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C 

2 
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= • . 
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~ 
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fig . V.2. : Résultats d'un test ELISA. 
1 ,25 µg d'Ag ont été déposés par pu1 s 
et test.es avec différents serums : 
1. blanc 
2. naH ( sérum avant 1mmun1sa 10n) 
3 an ti -protéines exocellula1res C 

lindemutllianum (/J) 
4. anti -endoPG C lindemut/Jianum (/J; 

Ag • P6 ' ~ .... 

0,2 -

o. 1 -

0,0 -i.-___ .___J 
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lindemut!J1a17um (/JJ est pathogène sur le haricot vari été Ro i des Beurres (VI . 
Annexe). Les résultats sont présentés en fig. V.2 .. 
On peut résum er ces chiffres comme suit : 
( 1) Les sér-ums reconna issent bien leur Ag respectif. 
(2 ) Le serum anti -endoPG de C lifld2mut!J1ar;um (J}J réagit aussi avec les 

protéines exoce llulaires -l'endoPG en est une, c'est donc normal - . 
(3) Les 2 sérums (ant i -endoPG et anti -pro é;nes exocellulaires de C 

l1ndemut/Jiaflum (p"J) reconnaissent les Ag exocellulair·es de C 
lilidemut!Jianum (bwambaraJ. 

(4) Le sérum anti-endoPG de C l1ndr:1mut!Jiaflum ne réagit pas avec une 
préparation de po1ygaiacturonase d' Asper_qillus 17f_qr:1r (Pecti nase , Sigma). 
L'endoPG de C l1ndemut!J1a17um ne sembl e donc pas avoir une structure 
procr,e de celle d' A. fliger. 

V.4. Discussion 

L'endoPG de C lifldemut!Jianum est une molécule clef dans la pa tnogenèse. 
C'est la prem ière enzyme dégradant des po lysaccharides de paroi végéta le à 
être sécrétée lorsque le champignon pousse dans ur1 milieu à base de parois 
ce ilu la ir•es iso lées, préparant ainsi le terra in pour d'au tr·es enzyrnes 
dégradant des polysaccharides pariétaux. L'endoPG peut en outre, à elle seule , 
macér·er- et tuer des tissus végétaux. (cfr. introduction) 
Les races ~ et bwarnbara de C lifldemut!Jianum produ isent la même endoPG, 
comme l'ind ique le test ELISA ci -dessus. Ces 2 races sont donc suscept ibles 
de causer les mêmes dégâts aux haricots. Or, seule la race bwambara est 
viru lente sur le haricot var. Roi des Beurres. Si l'endoPG peut être 
responsable de graves dégâts cellulaires chez le haricot , ell e ne peut à ell e 
seu e déterminer la virulence du champignon. Le succes du pathogène dépend 
donc d'interactions mettant en jeu d'autres molécules. Ici apparaît 
clairement l'importance des él iciteurs et autres signaux moléculair-·es 
propres à chaque race donnée de C l1ndemut/J1'aflum qu i déclenchent les 
systèmes de défence de la plante. 

V.5. Perspect1ves 

Le sé um anti-endoPG qu i reconna i t l 'endoPG peut auss i reconnaître les 2 
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petlte5 fractions contaminantes de l'endoPG pur1f1ee. Un western-b lot est a 
envi sage,- pour véri fer ceci. 

O a dé_ià démontré l 'e ficac i té de techniques 1mmunocytochim1ques poui­
d~ teimmer la distribution de prnduits pathogènes (protéines exocellu laires 
de su- ageant de culture) de C l1i7df mutl71a1Jum dar s des tissus de ha 1co 
infectés. [42) Mais en ce qui concerne la localisation précise, par marquage 
immuno logi que, de mo ]écules supposées être impliquées dans la régulat ion 
des interac. ions hôte-pathogène, rien n·a encore été fa i t. L'endoPG Joue un 
rôl e déterminant dans l'interaction haricot-C l1i7oemut/7/anum . Co11,;7 ~" 

d·soose d'anticorps anti -endoPG, on peut entamer une telle étude. 
La i se au point du,-, protoco le de ma,-quage 1mmunocytoch1mique est souvent 
ongue Les mooa l 1 tés prat 1ques du marquage sont propres a chaque cas et 

doiverit être déf1 ri es en for"1ct1on de toute une série a·exoer1enc es 
prél imrnaires Il faut ainsi trouver un mode de fixati on qui prese-ve bien 
l'antigénicité, déterminer les dilutions optimales des Ac pr ·maires et 
seconda ires, dé inir les temps idéaux d'incubation et surtout, il faut résoud e 
lE-s prob lèmes de mar·quage non spécifique. Nous ne disposions plus 
su f i=.arnrnent de te ,ps pour commencer une etude immunocytochim1oue. 
t ous avons néa moins fait un essa i de marquage en microscopi e à 
fluorE-sce1ee. (fig ·.3 .). 

Le orotoco le suivant a été u il isé : [ 41] 

1. Coupe : des coupes traf'1sversales d'env,ron i 00 µ n ont été ef fectuées sur 
Ces tiaes de r1ar icots infectés et non infectés. _, 

2. F1:>;at ion: les coupes on été fixées, sur lamelle porte objet pour 
rnicroscope optique, par une solut ion de paraforma ldéhyde 2% - tp. Po/-

100 mt"'i - pH 7,4 , pendant 2 h à température amb iante. Une çioutte à été 
dép0!3ée par coupe. 

3. Marauage : 
Les coupes ont été r incées ( 1 goutte est déposée puis réabsorbée par 
buvardage) 3 fois 10 min avec de PES, puis elles ont été incubées 1 h à 
température ambi ante dans une solution de NGS (Norma l Goat Serum, 
Sigma) 10% + BSA (S igma) 1 % /PBS. Après cette étape de saturation, les 
coupes ont été incubées 2 h à température ambiante avec l'Ac primaire 
(ar,ti endoPG) dilué 100 fo is dans du PBS + BSA 1%. Elles ont ensuite été 
lavées 3 fois 10 min avant d'êtr-·e mises à incuber 90 min à température 
amb iante avec un Ac secondaire anti lg lapin fluorescent (anti-rabbit lg 
fluoroscein linked wr1o le ant ibody, Amersham) dilué 20 fois dans du PBS. 
Pour finir les coupes ont été lavées 3 fois 10 min. 

4 Oservat ion : 
Avant de déposer le couvre ob_jet, une goutte de Citifluor (PVBA 
Laborimpex SP) a été déposée sur chaque coupe; ce produit évite une 
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disparition trop rapide de la fuorescence. 
L'observation a eté faite au microscope optique à fluorescence. (fig V 3) 

Malheureusement, la fluorescence non spécifique, importante, empêche la 
local'sat on de l'endoPG dans les cellules infectées 
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VI. Conclusions 

Une e~;a,1Pb a pu ètre obtenue par- fermenta 10, d'un mili eu llqu1de à b2~.e 

d'ac ide p ,lygalacturonique par Co/!etotrlc.t1u.rn lmoemut/Jlanum Nou:, avons 
mis au po ·nt un protocole simple de purifi cation de l'endoPG. La frac ion 
endo PG pur i fiée n·est pas de pureté totale mais elle est toutefo is bea, co p 
pus propre ql.l·une préparation commerciale d'endoPG (Pectinase, Sigma ). 
Comme l'activi té e:><oPG qui interfère avec l'activ ·té endoPG a été éliminée, en 
;_:; p caract ériser l'endoPG. L'e zyme est une p oté ·ne fa iblement glycosylèi:: 
de 37.000 da l tons ayant un PHi de 6,5 et qu1 présente u optim 1m hermic;uE- a 

S0° C et un pH optimum compris entre 5 et 5,5. L'enzyme est incapable 
d't,yor·olyser·· un gel pectate-calciurn. 
tous avons en outr-e dérr1ontré que, s1 l 'endoPG de C lmoemut/J/anum peut êtr·e 
resoonsatil e de ar-aves dèoâts cellulaires ct"iez ie haricot (cfr. introauct1on), 

' ...,, .., 1 

elle ne peut à elle seule expl iquer ia virulence du pathogène puisque la race ~, 
r on v1 rule1'!te, e la race bwamr ara, virulente sur le haricot var Roi des 
Beurr·es, prndu1sent la rnè rie endoPG. 
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Annexe : quelques photos de l'infection du haricot par 
Co/letotrichum lindemuthionum 

· e::, ··aces ~ et owarrwara Cie t· iïriat?mutllii:ïflurr1 ont E'te 1nocu°lf~es 21 rJes o·Îan~s 
de ra,~icot ( P!?a::-:eo/us vulgar/s) var. Ro · ,jes Beurres e: 4 1 ours ap"e-:, des 
phoi:os ont été pr!ses 

Des gr-·a!nes cie r•ar1cot var qoi des BeurTes ont ~té p1ar--tés daPs des pots de 
er·'hfü dar s une er)ce1'lte .3 2s·c 2vec 1ine h!1'Yl1dite --e at 1ve de 35% et une 

photopériode jour/nui~ de 14h/ 1 Ot\ On a repiqué er mêrre temps C 
iil7demut/Jla!7um sur Lm ".ouveau mi 1 ie•J ,je <:,~cr· 1 ... ,atior .. Après 10 jours, quand 
ies t··-aricots etaient au stade 2 feuilles, ceux-ci ont éte pu1veri':,':?.':. 
ur,1;o~rnérne t avec me s spens1or· de spores _jusqu'à sa:1...rat10n (c -à-L~ 
]usqu·à ce que des goL.ttes se forment et coulent sur la plante\ La suspensior"' 
de spores a été d' 1uée avec de l'eau à une concentrat·on d'e v;~on l06/rn 1. De 
twet2'"'20 0,01 % a ete ajouté cc mme agent rnm_:i i 1 art 

La race ~ dE: C /1nt1emutn1anum n·es pas viru"iente et 1a r·ace D·· . ..vatTtl:'ara 
es: · 11 ru 1 er,te. 

plame ;noculée avec 
c. l/nœmutllia17l'm (fJ) 

p ·1 ante i nocu i ée avec 
t l/!7demut/71anum 

(OM'JfflÔâNJ,) 

( photo prise 4 Jours aorès rnoculat1on) 
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