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1. Cadre général du mémoire 

Les polyamines sont des polyions, présents chez tous les eucaryotes, qui jouent des 

rôles multiples en physiologie végétale. Quoiqu'elles soient impliquées dans des 

processus tels que la croissance, la différenciation, la sénescence et le stress ionique 

(Slocum 1991, Smith 1985), peu de travaux ont été consacrés jusqu'ici à leurs fonctions 

dans la relation hôte-pathogène. 

C'est cette relation qui a été choisie pour cadre de notre travail. Plus précisément, ce 

mémoire aborde l'interaction des polyamines avec la pectine au sein de la paroi cellulaire 

et avec les fragments pectiques, éliciteurs libérés lors de l'attaque d'une plante par un 

pathogène. 

2. Paroi cellulaire et relation hôte-pathogène. 

2.1. Introduction. 

Les cellules végétales sont entourées d'une matrice de polysaccharides et de protéines qui 

forme une paroi plus ou moins rigide. Cette paroi est constituée à 90 % de 

polysaccharides (celluloses, hémicelluloses, pectines) et de 10 % de glycoprotéines. Si 

des microfibrilles de cellulose lui contèrent une certaine rigidité, une matrice pectique 

contribue à la plasticité nécessaire à la croissance cellulaire. 

La paroi cellulaire est le premier obstacle que rencontre un agent pathogène en contact 

avec un végétal .. Lors de la dégradation de cette paroi, diverses molécules libérées sont 

perçues par le végétal comme signaux d'alarme. Ces molécules sont désignées par le 

terme "éliciteurs". Une fois ce signal perçu, l'hôte met en place tout un arsenal de défense 

qui permet un arrêt de la progression du pathogène. 



On peut distinguer des mécanismes de défense essentiels (Messiaen,1994)): 

1. Les phytoalexines sont des composés de faible poids moléculaire synthétisés par la 

plante attaquée. Elles ont une fonction antibiotique à large spectre d'action. 

2. La lignine, de nature polyphénolique, imprègne la paroi, augmentant sa stabilité et son 

hyclrophobicité. Les dépôts de lignine constituent une barrière de protection physique et 

chimique à la progression d'agents pathogènes. 

3. Les composée phénoliques peuvent renforcer la paroi par réticulation de ses 

constituants. 

4. Les protéines liées à la path<2genèse sont impliquées dans la réponse générale de la 

plante et regroupent des enzymes (entre autres : chitinases et glucanases), des protéines 

de structure et des inhibiteurs. 

5. La callose est synthétisée au niveau des plasmodesmes afin d'isoler au maximum les 

cellules directement au contact avec l'agent pathogène. 

6. La réaction d'hypersensibilité, qui se définit comme un "suicide cellulaire localisé". 

Accompagné d'une synthèse de phytoalexines et de radicaux libres, elle permet de 

stopper la progression du pathogène et favorise une réponse de défense des cellules 

voisines. 

2.2. La pectine: structure et fonction 

La pectine est un polymère important de la paroi végétale. Il s'agit d'un polysaccharide 

hautement complexe regroupant des homogalacturonanes (zones "lisses" essentiellement 

une succession d'acide D-galacturonique en liaison a-1,4-), des rhamnogalacturonanes 

de type I ( zones "hérissées" caractérisées par une alternance entre acides galacturoniques 

et rhamnoses porteurs de chaînes latérales de type arabinogalactane, · ' , et des 

rhamnogalacturonanes de type II constitués de sucres particuliers (acide acérique, 

KDO ... ) et relativement rares dans la paroi végétale. 

La pectine joue un rôle important dans la paroi végétale, assurant à la fois son hydratation 

et sa structure. Elle constitue donc une cible privilégiée des agents pathogènes. 
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2.3. L'élicitation par les fragments pectiques dans l'interaction hôte
pathogène. 

Pour traverser la paroi végétale, les agent pathogènes produisent une série d'enzymes. 

Les enzymes pectolytiques (qui dégradent la pectine) sont les premières à être sécrétées 

par l'agent pathogène entrant en contact avec la paroi. Les fragments pectiques libérés 

lors de cette dégradation déclenchent une série de réponses de défense dans plusieurs 

systèmes végétaux. 

Certains mécanismes moléculaires permettant ces réponses ont été mis en évidence 

(Messiaen, 1994). Lors de l'agression par un pathogène, les fragments pectiques sont 

libérés à la surface du plasmalemme où ils sont normalement absents chez la plante saine. 

Ils ne sont pas reconnus par les cellules-hôtes en tant que molécules isolées, mais sous 

forme d'une conformation supramoléculaire induite par les ions calcium. 

Les fragments pectiques induisent des réponses membranaires, cytosoliques et nucléaires 

au sein de la cellule-hôte : une augmentation de l'activité en calcium cytosolique, une 

dépolarisation membranaire et une acidification cytosolique sont les premières 

manifestations cellulaires. Dans un deuxième temps, ces manifestations cytosoliques 

mènent à l'activation de différents gènes de défense. 

Plus précisément, la reconnaissance des fragments pectiques par un récepteur ( encore 

inconnu) des cellules végétales induit l'activation d'une cascade de transduction du 

signal. Celle-ci comprend la voie de mobilisation de calcium dans le cytosol via 

l'ouverture de canaux calcium et l'activation des phosphoinositides. Cette mobilisation 

d'ions calcium inhiberait, via la formation de complexes calmoduline-calcium, la pompe 

à protons du plasmalemme, menant à une dépolarisation membranaire et à une 

acidification cytosolique. A leur tour, les variations de l'activité cytosolique en calcium et 

du pH cytosolique modulent l'activité de différentes kinases qui vont amplifier le signal 

jusqu'à l'activation de gènes de défense. 

2.4. Propriétés ioniques de l'apoplaste. 

2.4.1. L'apoplaste en tant qu'échangeur ionique 

(Gillet 1992, Grignon et Sentenac 1991) 

Chez les plantes supérieures, l'apoplaste représente plus ou moins 5 % du volume des 

organes aériens et du cortex racinaire. Les propriétés ioniques et structurelles de ce 
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compartiment sont importantes pour la physiologie végétale pour trois raisons 

essentielles: 

1. Elles détenninent la composition ionique du milieu dans lequel baigne la membrane 

plasmique. 

2. Elles contrôlent les transports de solutés extracellulaires. 

3. Elles affectent les phénomènes mécaniques et osmotiques impliqués dans la croissance 

cellulaire. 

Les parois cellulaires contiennent d'importantes concentrations d'acides uroniques. Les 

mesures des propriétés ioniques et électriques indiquent que les charges principales 

proviennent d'acides faibles dissociés dont les pK sont semblables à celui de l'acide 

polygalacturonique. 

Les cations s'accumulent donc dans la paroi cellulaire, et les anions en sont exclus. La 

plupart des cations sont retenus de manière réversible dans les parois cellulaires, soit en 

tant qu'ions hydratés libres, soit immobilisés par divers mécanismes mais facilement 

échangeables. Les parois contiennent également des cations multivalents précipités ou liés 

aux acides uroniques de manière irréversible. Le retrait de ea2+ de l'apoplaste mène à la 

solubilisation de la pectine. Ceci est dû au fait qu'une partie des ions ea2+ de la paroi 

participent à des ponts de calcium entre les chaînes d'acide polygalacturonique, 

permettant la formation de gels "ioniques" décrits pour la première fois en 1982 par 

Morris et al.. (modèle en "egg boxes", voir figure1.). 

Le modèle le plus simple de distribution des ions échangeables dans l'apoplaste est celui 

de Donnan; les parois y sont considérées comme une solution d'anions "indiffusibles" 

retenus dans un espace libre par une membrane fictive perméable à tous les autres ions et 

neutralisée statistiquement par des cations diffusibles. Une augmentation de la 

concentration en sels mène à un "écrantage" du champ électrostatique créé par les charges 

fixes amenant une diminution de l'accumulation des cations et de l'exclusion des anions. 

La composition ionique du milieu pariétal dépend de la concentration en charges fixes. Ce 

paramètre est difficile à estimer à cause d'une incertitude sur le volume occupé par la 

phase de Donnan. 

En effet,le volume apoplasmique accessible aux solutés est classiquement divisé en deux 

espaces: 

- Le Water Free Space (WFS). 

- Le Donnan Free Space (DFS). 



- - ---- ---- - -- -- - . 

5 
Dans le WFS, les interactions électrostatiques entre ions libres et charges fixes sont 

négligeables; anions et cations sont présents en quantités équivalentes. 

Dans le DFS, Les ions libres sont situés dans le champ électrostatique des charges fixes 

ionisées. 

Il n'y a pas de frontière définie entre le WFS et le DFS parce que les interractions 

électrostatiques diminuent progressivement avec la distance aux polymères chargés, et ce 

en fonction de la concentration en charges négatives ionisées d'une part et de la force 

ionique du milieu d'autre part. 

De plus, les parois végétales ne peuvent être décrites que partiellement par le modèle de 

Donnan; un "masquage" des charges doit être pris en considération. En effet, des cations 

peuvent s'associer plus fortement aux anions indiffusibles, soit chimiquement 

(chélates ... ), soit structurellement (Ca2+ dans le modèle en "egg box"). 

De l'interaction des effets de "masquage" et d'"écrantage" découle un comportement 

complexe des parois cellulaires, qui se traduit par une différence entre les valeurs 

théoriques et apparentes des constantes d'affinité. 

Cependant, les quantités d'ions libres échangés peuvent plus simplement être introduits 

dans des équations thermodynamiques qui permettent la formulation de coefficients de 

sélectivité basés sur la loi d'action des masses, et ce indépendamment du volume occupé 

par la paroi cellulaire. Ces équations permettent de .caractériser les propriétés complexes 

de parois cellulaires isolées. Ces expressions sont purement formelles et macroscopiques; 

la paroi y est considérée comme une phase homogène dont les constituants chimiques 

sont bien définis. Ce modèle est donc beaucoup plus simple que celui de Donnan. 

L'entité moléculaire formelle (AX) utilisée dans ce modèle pourrait pourtant avoir une 

portée physiologique. En effet, comme le suggèrent D.S. Bush & J.G. McColl (1987), 

les cations formeraient des complexes de surface cations-parois que l'entité AX pourrait 

approximer. 

2.4.2. Trai.tement thennodynamique simple permettant d'évaluer la sélectivité de la paroi 

face à deux cations. 

• Le traitement utilisé pour la détermination de la sélectivité d'échange considère la paroi 

cellulaire comme si elle était formée d'un mélange de deux sels AX et BX résultant de 

l'association respective de chacun des ions impliqués dans l'échange avec les groupes 

acides des macromolécules constitutives. Ce modèle ne tient pas compte du 
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comportement éventuel des coions à l'intérieur de la membrane. On estime que les 

activités des deux sels qui apparaissent ainsi dans la membrane suite à l'échange ionique 

A contre B peuvent être déduites de la loi d'action des masses. Les relations 

thermodynamiques utilisées dans le traitement de ce modèle n'ont aucune signification 

mécanistique : il ne nous apprennent rien des mécanismes moléculaires en jeu. Il en 

découle que les valeurs du coefficient de sélectivité calculé au départ d'un isotherme 

d'échange est strictement une donnée macroscopique et nous permet simplement de 

comparer le comportement de l'ion A par rapport à celui de l'ion B dans l'échangeur 

considéré. 

En pratique, pour caractériser à une température donnée un échange entre deux ions au 

niveau d'une membrane chargée et calculer la constante thermodynamique d'équilibre, on 

trace un isotherme d'échange. Ce graphique est obtenu en reportant pour différentes 

fractions ioniques équivalentes de cet ion dans la solution, tout autre variable restant 

constante, la fraction ionique équivalente d'un des deux contre-ions, déterminée 

expérimentalement dans la membrane chargée. La concentration totale de la solution doit 

rester constante: ce ne sont donc que les proportions relatives des deux ions étudiés qui 

varient dans la solution, la concentration de l'un des ions augmeeentant alors que celle de 

l'autre diminue. 

Une courbe experimentale correspondant à la diagonale du graphique serait celle d'un 

isotherme pour un échangeur n'ayant aucune préférence pour l'un ou l'autre de ces ions. 

Un isotherme convexe correspondrait à une sélectivité en faveur de l'ion mis en abscisse. 

Un isotherme concave correspondrait à une sélectivité en défaveur de cet ion. 

La sélectivité de l'échange ionique dépend de l'encombrement stérique respectif des 

deux ions, du nombre de charges portées par ceux-ci, mais également d'une hétérogénéité 

des sites d'échange, soit dans leur nature (chélates carboxylates ou complexes 

partiellement aminés), soit dans leur arrangement spatial (sites dont l'organisation spatiale 

est favorable à la formation du chélat et sites dont l'organisation l'est moins, les ions 

gardant leurs couches d'hydratation. L'étude de la variation des coefficients de sélectivité 

des cations préférentiellement adsorbés en fonction de leurs fractions équivalentes dans la 

paroi confirme la présence de deux types de sites dans la paroi. Dans le cas de Nitella 

jlexilis , un modèle a été proposé par Van Cutsem (1984) pour expliquer cette 

hétérogénéité de sites. 
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Nous nous sommes particulièrement intéressés aux échanges ioniques impliquant 

l'adsorption de polyamines sur la paroi de Nitella flexilis. Nous avons déterminé les 

isothermes d'échange des trois polyamines les plus représentées dans le règne végetal (la 

putrescine, la spermidine et la spermine); d'abord des isothermes de ces polyamines 

contre le calcium, ensuite un isotherme triangulaire des trois polyamines 

Traitement thermodynamique des résultats. 

Le traitement utilisé pour la détermination de la sélectivité de l'échangeur permet de 

calculer la valeur de la constante d'équilibre de l'échange ionique considéré et celles des 

coefficients d'activité des contre-ions à partir d'un paramètre accessible 

expérimentalement, le coefficient de sélectivité de l'échangeur pour ces contre-ions. 

1.2.1. détermination du coefficient de sélectivité. 

Puisqu'on estime qu'il se produit dans la membrane une réaction d'échange entre les 

deux contre-ions semblables à une réaction chimique telle que: 

AX+B <=> BX+A (pour ions univalents) 

L'équilibre sera atteint, en vertu de la loi d'action des masses, lorsque 

(1) 

* avec -K AB la constante thermodynamique de la réaction, paramètre qui apprécie la 

stabilité des produits de la réaction par rapport à celle des réactifs lorsque tous les 

composants sont dans leur état standard, c étant la concentration en mole/ m3. 

- -
-f A et fB , les coefficients d'activité en phase solide respectivement de l'ion A et 

de l'ion B. 

-NB= - îiB~ 
DAX +DBX 

- iiAX NA = _ _ , les fraction molaires 
DAX+ DBX 

(n étant le nombre de moles de soluté considéré dans l'échangeur). 



8 

La partie gauche de l'équation (1) correspond à un coefficient de sélectivité N K! où 

l'indice N indique que ce sont les fractions équivalentes des ions adsorbés qui sont pris 

en considération. L'équation (1) peut donc s'écrire: 

(2) 

Cette équation montre que toute variation du coefficient de sélectivité d'une membrane est 

le résultat d'une variation des coefficients d'activité dans cette phase en fonction des 

conditions expérimentales quelle qu'en soit la cause : association aux sites d'échange ou 

autre chose, 

Les coefficients d'activité sont des paramètres phénoménologiques. La constante 

d'équilibre thermodynamique par elle-même ne donne pas d'information sur la répartition 

exacte des contre-ions entre la membrane et la solution extérieure dans les conditions 

données mais elle caractérise l'ensemble de l'échange ionique à une température donnée. 

Pour chaque point d'un isotherme d'échange, on peut donc calculer une valeur de N KÎ . 
Le coefficient de sélectivité n'est donc pas nécessairement une constante. 

Passage aux coefficients d'activité. 

Le coefficient de sélectivité est rataché aux valeurs respectives des coefficients d'activité 

des deux contre-ions univalents par la relation 

Passons aux ln et dérivons, on a : 

N B - -
d ln KA = d ln f A - d ln fB (3) 

On constate que toute variation d'un coefficient d'activité permet de calculer 

immédiatement celle de l'autre à partir de N K Î , grandeur empirique. 
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Pour résoudre cette équation (2) à deux inconnues, il suffira donc de disposer d'une seule 

équation supplémentaire. Celle-ci est fournie par l'application à la membrane de 

l'équation de Gibbs-Duhem. Lorque nous conservons Tet P constantes, elle s'écrit: 

k i (ndµ ) = 0 

avec n : le nombre de moles d'une espèce déterminée du système. Elle exprime que les 

variations des potentiels chimiques des composantes d'un système ne sont pas 

indépendantes les unes des autres. Dans l'échange qui nous intéresse, au niveau de la 

surface, l'équation de Gibbs-Duhem est donnée par 

Après passage aux fractions équivalentes et après avoir divisé par RT, elle prend la 

forme: 

ou encore 

D'où l'on tire, en se rappelant que d ln x = _! dx et que dN A + dN B = 0 
X 

on obtient 

Introduisons cette valeur de dln O dans l'équation de départ (3). On obtient 
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où fA est exprimé en fonction de deux grandeurs empiriques. 

L'intégration de cette équation de Ns = 0 à Ns (valeur fixée) donne la valeur de 

ln(fA ) : 

- -
Quand N8 = 0 , on a f8 = 0 et fA = 1. 

De même, on obtient la valeur de ln ( f 8 ) 

lll'a•O 

In(f,)= -NAln("K!)- Jin("K!)dN, 

1.2.3. Calcul de la constante d'équilibre. 

- -
A partir des valeurs de ln(fA) et de ln(f8 ) introduits dans l'équation de départ (2), on 

obtient une expression de la constante d'équilibre : 

* On constate que la valeur de ln K AB peut se calculer graphiquement à partir des résultats 

d'un isotherme d'échage : elle est égale à la valeur moyenne de ln N K ! sur toute 

l'échelle de N 8 = 0 - 1. La constante d'équilibre thermodynamique est donc bien, à T 

donnée, une vraie constante, caractéristique de l'ensemble des poins de l'isotherme, alors 

que les coefficients d'activité varient pour chacun de ces points. 
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La valeur de la constante d'équilibre est calculée d'après les résultats d'un isotherme 

d'échange ionique entre une phase échangeuse et une solution extérieure de force ionique 

donnée. Elle n'est pas la constante thermodynamique "standard". Cette constante 

thermodynamique " standard " correspond à une réaction d'échange à l'équilibre entre la 

phase interne et une solution infiniment diluée de l'ion considéré. Celle-ci sera obtenue en 

extrapolant pour une force ionique nulle, les valeurs des constantes dégagées des 

isothermes d'échange réalisés pour différentes forces ioniques. 

Pour les échanges entre ions de valeur quelconque, on a: 
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FIGURE2 Metabolic pathways for the biosynthesis of putrescine in plants. Putrescine formation is initiated by the 
decarboxylation of L-arginine or L-omithine via the ADC and ODC pathways. 
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3. Les polyamines dans le règne végétal 

3.1. Introduction. 

Les polyamines interviennent à plusieurs titres en physiologie végétale. Nous passerons 

en revue les réaction biochimiques qui permettent leur synthèse et leur dégradation, leurs 

rôles physiologiques et leurs modes d'action. 

3.2. Biosynthèse des polyamines chez les végétaux 
(Slocum,1991) 

La biosynthèse des polyamines chez les végétaux est divisée en deux étapes : 

-La synthèse des diamines (cadavérine et putréscine) à partir des acides aminés. 

-La synthèse des polyamines à partir des diamines et d'un aminopropyl provenant de la 

méthionine. 

3.2.1. Biosyn1hèse de la putréscine et de la cadavérine. 

Chez les végétaux et chez les bactéries, la putréscine (put) est synthétisée par deux voies 

principales (voir figure~-

-Voie de l'ornithine décarboxylase 

La put est synthétisée directement par décarboxylation de la L-ornithine (Oro), dans une 

réaction catalysée par l'ornithine décarboxylase (ODC). 

L'inhibition de l'ODC par la put et les autres polyamines suggère que la synthèse des 

polyamines via la vie de l'ODC est régulée par un feed-back négatif. On a identifié un 

inhibiteur protéique chez l'orge. 

- Voie de l'ari:inine décarboxylase. 

La put est formée par décarboxylation de la N-arginine par l'arginine décarboxylase 

(AOC), via les intermédiaires agmatine (Agm) et N-carbamoyl Putréscine (NCPut). 

L'agmatine est convertie en NCPut et NH3 par l'agmatine iminohydrolase. La N-
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FIGURE J Dcrivation of dccarboxylatcd S-adenosylmcthioninc, the aminopropyl group (box) donor for polyamine biosynthesis, from L-methionine. 
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FIGURE 1 Spennidine and spennine biosynthesis via aminopropyl group (boxes) addition to putrescine. The 5' -

methylthioddenosine product of this reaction is rccycled, regenerating L-methionine. 
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carbamoyl putréscine amidohydrolase catalyse l'hydrolyse de la NCPut en put, NH3 et 

coi. 

On connaît mal les mécanismes moléculaires régulateurs de l'activité AOC. Il n'y a 

généralement pas de feed-back négatif exercé par les polyamines. On n'a pas mis en 

évidence d'inhibiteur protéique de l'ADC, comme c'est le cas pour l'ODC. L'ADC a une 

demi-vie de 30 minutes chez la carotte. Elle est donc rapidement dégradée. 

Les activités AOC et OOC ont été mesurées chez plusieurs plantes. Elles ont toutes deux 

été caractérisées. Le gène de l' AOC a été cloné. 

Lacadavérine (cad) est est synthétisée principalement par décarboxylation de la L-lysine 

médiée par la lysine décarboxylase. 

3.2.2. Biosynthèse de la spennidine et de la soennine. 

Les synthèses de la spermidine (spd) et de la spermine (spm) s'effectuent par addition 

d'un radical aminopropyl respectivement par la spermidine et spermine synthases ( voir 

figure~- La S-adénosylméthionine décarboxylée (dSAM) fournit le radical aminopropyl. 

Celle-ci est elle-même formée par décarboxylation de la S-adénosylméthionine (SAM) par 

la S-adénosylméthionine décarboxylase (SAMOC). La S-adénosylméthionine synthase 

apporte la SAM par addition de l'adénosine de l'ATP à la L-méthionine (voir figure 4). 

Plusieurs études suggèrent que la synthèse des spermidine et spermine est régulée 

essentiellement au niveau de la SAMOC, les polyamines exerçant un contrôle négatif.Le 

gène de la SAMOC a récemment été caractérisé (Mad Arif et aL 1994) 

3.2.3. Interactions entre les voies de synthèse des polyamines et de l'éthylène. 

Comme l'éthylène provient de la SAM et induit la sénescence des tissus végétaux - au 

contraire des polyamines qui l'inhibent -, on s'est beaucoup intéressé ces dernières 

années aux interactions entre les voies de synthèse de l'éthylène et des polyamines. 
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Des mécanismes d'interaction sont souvent avancés (Biondi et al. 1993) : 

• Les polyamines favorisent la stabilité membranaire. Or, l'enzyme qui convertit l' ACC 

en éthylène est dépendante del 'intégrité membranaire. 

• Les radicaux libres sont nécessaires à la conversion de l' ACCsynthase en éthylène. 

Or, les polyamines sont des "scavengers" de radicaux libres. 

• Les polyamines ont un effet inhibiteur sur l'activité ACC synthase. 

• L'éthylène a un effet inhibiteur sur les activités AOC et SAMOC. 

• Une compétition pour la SAM entre les voies de synthèse des polyamines et de 

l'éthylène. Galllardo et al. (199) suggèrent notamment que cette compétition aurait un 

rôle dans la régulation des processus de germination chez le pois chiche. 

Cependant, plusieurs études avancent des résultats contradictoires: 

• Dans une étude sur la prolifération des tiges axillaires de lavande, Panizza et al. 

( 1994) ont montré que la putrescine stimule les processus de différenciation ainsi que 

la production d'éthylène. 

• Reddy et al. (1993) observent que l'augmentation du taux d'éthylène provoqué lors 

d'un stress par l'ozone ne s'acccompagne pas d'une chute du métabolisme de 

synthèse des poyamines. 

Biondi et al .. (1993), dans une étude sur le métabolisme de synthèse des polyamines 

et de l'éthylène chez les cals de betterave" normaux" et" habitués", n'observent 

pas que l'éthylène inhibe l'activité AOC. 

3.3. Dégradation des polyamines chez les végétaux. (Scolum. 1991) 

Le catabolisme des polyamines fait appel à des déaminations oxydatives. Les enzymes 

permettant cette dégradation sont impliquées dans d'importants processus physiologiques 

encore mal connus. 

- _ _ ____, 
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FIGURE'-, Oxidative deamination of polyamines catalized by plant diamine oxidase. Aminoaldehydes produced 
in the reaction cyclize spontaneously. Sperrnine is oxidized by lentil DAO at the terminal amino-groups producing a 
dialdehyde. 
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3.3.1 .. Diamine Oxydases (DAO). 

3.3.1. 1. Réactions. 

Les DAO oxydent le groupement amine primaire des diamines (put, cad), et de la 

spermidine. Les produits des réactions sont H202, NH3 et l'aldéhyde correspondant à la 

polyamine. (réactions voir figure "J) L'ammonium et l'H202 sont produits par 

réoxydation de l'enzyme réduite. Les DAO sont généralement des glycoprotéines 

dimériques formées de sous-unités semblables, contenant deux atomes de cuivre (Cu II) 

et un radical carbonyl indispensable à l'activité enzymatique. 

3.3.1.2. Aspects physiologiques. 

L'activité DAO est influencée par beaucoup de facteurs endogènes et environnementaux 

tels que les hormones, les inhibiteurs naturels et les substrats: des gibbérellines ajoutées 

durant l'imbibition des semences augmentent l'activité DAO chez les cotylédons de pois. 

Le même effet est observé avec la put, la spd et l'ornithine. La lumière a un effet à la fois 

sur la distribution et la quantité absolue d'activité enzymatique. 

Des études immunocytochimiques réalisées grâce à des anticorps de lapin anti-DAO et de 

chèvre anti-lapin ont apporté la preuve de l'association des DAO avec les parois de 

différents tissus de jeunes plants de lentilles étiolés. La présence de DAO dans l'apoplaste 

a été confirmée par l'analyse de l'activité spécifique dans les liquides extra.cellulaires 

obtenus par infiltration sous vide de segments de feuilles de lentilles et de pois. 

Une importante activité peroxydase (POD) a également été détectée dans les liquides 

extracellulaires. On a émis l'hypothèse d'un système de couplage DAO-POD dans 

l'apoplaste (Angelini et al. 1993) : l'H20i produit par oxydation des polyamines dans 

l'apoplaste pourrait être utilisée par les POD lors de phénomènes tels que la lignification, 

le catabolisme de l'auxine ou la production de dérivés phénoliques. Les activités PAO et 

POD augmentent jusqu'à sept jours après une blessure mécanique subie par une tige de 

pois chiche. L'augmentation de l'activité est importante à la fois dans la fraction soluble et 

dans la fraction pariétale. Des activités particulièrement importantes des deux enzymes 

peuvent être détectées dans les parois où des dépôts subéro-ligneux se produisent en 

réponse à un stress mécanique (6). 

La putrescine élicite une réponse de défense chez les racines de maïs en présence de 

calcium. On a émis l'hypothèse selon laquelle le mécanisme de réponse à la putrescine 
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impliquerait le métabolisme de la putréscine par une DAO pariétale, avec production d' 

H2Ü2 et de radicaux libres qui causeraient des lésions au plasmalemme. 

3.3.2. Polyamine Oxydase (PAO). 

3.3.2.1. Réactions. 

Ces enzymes sont apparemment uniquement présentes chez les monocotylées. 

Les PAO oxydent les groupements amines secondaires de la spermidine et de la 

spermine, avec respectivement production de 4-amino-butyraldéhyde et de 3-

aminopropyl-4-amino-butyraldéhyde. Ces derniers se cyclisent spontanément en tl

pyrroline et en 1,5-diazabicyclononane. L'H2Ü2 et le 1,3-diaminopropane sont 

également produits lors des réactions (voir figure 6). 

3.3.2.2. Aspects physiologiques. 

En l'absence d'activité PAO chez les protoplastes de feuilles d'avoine et vu leur 

réapparition au cours de la régénération de la paroi, Kaur-Sawney et al (1981) ont 

suggéré la localisation pariétale de l'enzyme. Cette nature apoplasmique a été confirmée 

par une méthode basée sur la détection au microscope électronique de l 'H202 générée par 

l'oxydation des polyamines in situ. (voir figure 7). On a récemment observé que 30 à 

90% de l'activité PAO chez les jeunes plants de maïs était liée aux parois. Une étude de 

localisation de la PAO suggère une concentration importante de cette enzyme là où une 

lignification et un raffermissement de la paroi se produisent. Les données disponibles 

suggèrent d'importantes similitudes des rôles physiologiques des PAO et DAO dans 

l'apoplaste en particulier par rapport aux peroxydases (voir plus haut). 

Remarque 

Les PAO sont présentes à concentration élevée uniquement chez certaines familles de 

plantes qui ont donc probablement des mécanismes alternatifs de dégradation des 

polyamines. 
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3.4.Effets physiologiques des polyamines. 

3.4.1. Introduction. 

Il est aujourd'hui démontré que les polyamines sont impliquées chez les plantes 

supérieures dans de nombreux processus physiologiques. Parmi ceux-ci, on trouve: 

-1. La croissance et l'embryogenèse 

-2. La sénescence. 

-3. Le stress ionique. 

-4. Les interractions hôte-pathogène et symbiotique. 

3.4.1. 1. La croissance et l'embryogenèse (Smith 1985). 

La putrescine et les polyamines favorisent la croissance de plusieurs plantes supérieures. 

Par exemple, à concentration de moins de 100 µm dans le milieu, elles produisent une 

stimulation considérable de la croissance d'explants dormants d'Helianthus tuberosus , 

et la croissance de cellules en culture de Nicotiana sylvestris stimulées par la put à 40 

µm , a été de 43% supérieure au contrôle . L'utilisation d'inhibiteurs de synthèse des 

polyamines apporte une preuve supplémentaire de la nécessité de la présence des 

polyamines pour la croissance. En effet, l'inhibition de la croissance obtenue par ces 

inhibiteurs est levée par l'ajout de polyamines exogènes. De plus, chez les feuilles d'une 

même plante, les concentration et biosynthèse de polyamines sont souvent plus 

importantes là où la division cellulaire est la plus active. 

La concentration en polyamines et l'activité AOC augmentent durant 16 jours après 

fertilisation chez les semences de riz et déclinent ensuite progressivement De plus, la 

concentration en polyamines augmente 24 heures après la germination et montre un pic 

après 48 heures. 

3.4. 1.2. Effet anti-sénescence. 

Les polyamines stabilisent les membranes et retardent la sénescence. Exemples: 

- Des protoplastes isolés à partir de feuilles d'avoine subissent une sénescence qui aboutit 

à une chute de synthèse de RNAase et à leur lyse. La présence de cad, put et spd 

stabilisent ces protoplastes, retardent la sénescence et augmentent les mitoses. De plus, 
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l'addition de di- et polyamines au milieu produisent une synthèse plus importante de 

RNAase. 

-La put à 1 mM et la spd à 0,1 µM retardent la sénescence de cultures en suspension de 

roses "Paul's Scarlett" (Slocum, 1991) 

3.4.1.3. Le stress ionique. 

La putrescine s'accumule chez les plantes dans un large éventail de conditions de stress 

ioniques. Exemples: 

-Déficiences en K+ et en Mg2+ 

-Le choc osmotique et la dessiccation. 

Le rôle de la putrescine dans le stress ionique pourrait être de rétablir la balance ionique 

anions/cations.(Aurisano et al. 1993). 

Les polyamines retardent les processus de sénescence induits par le stress osmotique. 

Un des mécanismes impliqués pourrait être l'inhibition de la peroxidation des lipides 

(Tiburcio et al., 1994). 

L'acide abscissique est une phytohormone impliquée dans la tolérance au stress. 

Aurisano et al. (199) montrent quel' ABA induit une augmentation du taux de putrescine 

chez des jeunes pousses de blé âgées de trois jours. Ils suggèrent qu'une augmentation 

du taux de K + serait le facteur via lequel l'acide abscissique modifierait la concentration 

en polyamines chez les végétaux. 

3.4.1.4. Les interactions hôte-pathogène et symbiotique. 

Les travaux portant sur le rôle des polyamines dans l'interaction hôte-pathogène sont 

rares. 

On peut citer une étude publiée par Angelini et al. en 1993. Cette étude démontre que les 

polyamines sont impliquées dans la résistance du pois chiche à un champignon, 

Ascochyta rabiei.. La régulation de la concentration pariétale en putrescine ainsi que des 

activités PAO et POO -permettant une augmentation des dépôts subéro-ligneux- sont 

impliquées dans la résistance au pathogène. 
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On rapporte une diminution du taux de putréscine dans les feuilles de Gyn.ura aurantiaca 

et Lycoperdion esculentum infectés par le viroïde Citrus exoconis (El Ghalachtouli et 

al.,1995) 

Dans le cadre d'une relation symbiotique entre une plante et un champignon, on a observé 

un effet des di- et polyamines sur l'infection de Pisum sativum par Glomus 

intraradices.(El Ghalachtouli et al., 1995)). On observe une corrélation positive entre la 

longueur de la chaîne des polyamines et leur influence positive sur le développement de 

mycorhizes. Plusieurs mécanismes pourraient y être impliqués. Tout d'abord, les 

polyamines pourraient avoir une influence directe sur le développement du mycélium, 

favorisant ainsi les contacts avec les racines-hôtes. Ensuite, les polyamines pourraient 

influencer le développement du champignon symbionte via des modifications 

physiologiques chez le végétal-hôte. Par exemple les polyamines, interagissant avec les 

charges négatives des substrats pectiques, pourraient favoriser la liaison de la pectine 

méthylestérase à la paroi (la pectine méthylestérase est une pectinase qui joue un rôle 

fondamental lors de la pénétration de plusieurs microorganismes dans la cellule végétale. 

Un autre moyen d'action des polyamines serait l'inhibition de la production d'éthylène 

chez les tissus végétaux. En effet, certaines études montrent que les polyamines peuvent 

inhiber la production d'éthylène chez des tissus végétaux excisés. L'ethrel, un composé 

qui libère de l'éthylène, affecte négativement l'infection mycorhizes; une inhibition de la 

production d'éthylène pourrait donc stimuler l'infection. Finalement, les auteurs 

proposent que les parois cellulaires pourraient relarguer du calcium dans le milieu suite à 

l'adsorption préférentielle des polyamines, et le calcium agirait comme messager 

secondaire. Ceci est cependant peu plausible étant donné les importantes concentrations 

en calcium extracellulaires. 

3.5. Modes d'action des polyamines. 

Les interactions des polyamines avec des macromolécules portant des charges négatives 

sont essentielles à beaucoup de leurs implications physiologiques. 

Les interactions des polyamines avec les acides nucléiques sont bien connues. La 

spennine se lie électrostatiquement à l'ADN : grâce à ses quatre groupements amine, elle 

peut lier deux phosphates sur chaque brin d'ADN, imposant une certaine rigidité à sa 

structure. Elle induit également des transitions de la forme B à la forme Z de l'ADN. La 

liaison de la spermine à l'hexamère de Z-DNA d(CGCGCG)2 implique deux modes de 
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complexation spennine-ADN: une interaction avec les phosphates et une autre avec les 

acides nucléiques (Haworth, Rodger et al 1990). 

Basuetal (199) ont étudié les effets d'analogues de la spermidine et de la spermine sur la 

transition B-Z de poly(dG-dC) et sur la température de melting de DNA calf-thymus. Les 

constantes d'association des analogues ont été déduites de leur effet sur la température de 

melting. L'efficacité de la transition B-Z dépendrait de la longeur des chaînes de carbone 

centrales et des groupes fonctionnels attachés aux chaines carbonées. Les auteurs 

suggèrent que la spermine induit une courbure et d'autres modifications 

confonnationnelles del' ADN. Elle se lie aussi à certains ARNt (Galston, 1983). 

Une étude publiée en 1994 par Van den Broek et aL montre que la spermine produit la 

libération de protéines associées à la chromatine chez les jeunes pousses de riz ( Oriza 

sativa L.). Les auteurs suggèrent que la spermine induirait une modification de 

confonnation de l 'ADN responsable de cette libération. Une des protéines ainsi libérées a 

été identifiée comme un facteur transcriptionnel. 

Mehtaet al. (1994) ont identifié chez le riz une protéine de 18 kD post

transcriptionnellement modifiée par la spermidine et qui est influencée par les tax 

intracellulaires en polyamines. Les auteurs ont identifié la protéine de 18 kD comme 

homologue du facteur d'initiation de la traduction eIF-5A présent chez les mammifères. 

Ye et al. (1994) ont montré que les polyamines induisent in vitro la phosphorylation de 

protéines solubles et de protéines de la membrane plasmique chez le tabac, le concombre 

et Arabidopsis thaliana. 

Les polyamines se lient aux sites anioniques des phospholipides membranaires, les 

protégeant ainsi de la lyse dans diverses conditions. 

Dans la paroi cellulaire, les polyamines interagissent avec les acides polygalacturoniques 

de la paroi, conditionnant l'attachement de la pectine méthylestérase. Ceci intervient dans 

le contrôle de la croissance pariétale (Moustacas et al. 1991, Charnay et al. 1992). 

L'intérêt pour la cellule d'utiliser des polyamines, plus coûteuses d'un point de vue 

énergétique, plutôt que des ions inorganiques est double. D'une part, la séparation des 

charges dans l'espace permet des interactions particulières avec les macromolécules 

chargées. D'autre part, la cellule peut contrôler à la fois la synthèse et la dégradation des 

polyamines, et leur concentration est indépendante du milieu extracellulaire, à l'inverse 

d'ions tels que le calcium et le magnésium (Wallace et Morgan, 1990). 
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Fig. 1: Endogenous polyamine content in carrot cell walls extracted 
from calli of different ages. Putrescine ( - ■- ); spermidine ( - • - ). 



3.6. Les polyamines dans la paroi végétale 

Les putrescine, spermidine et spermine sont des composants naturels des parois primaires 

des cellules de carotte (11). Elles ne sont pas liées de manière covalente. La spermine 

n'est présente qu'à très faible concentration (valeurs voir tableau). Les concentrations 

pariétales en polyamines sont affectées par le pH et par la présence de calcium dans le 

milieu. Ces deux paramètres influencent également l'adsorption aux parois de polyamines 

radioactives, confirmant ainsi que des interaction électrostatiques avec les polymères 

pariétaux permettent probablement leur adsorption. Par ailleurs, une digestion à la 

polygalacturonase induit une chute de la concentration des parois en polyamines. De plus, 

in vitro, les spd et spm se lient fortement aux substances pectiques (D'Orazi etal. 1987) 

Charnay et al (1992) ont montré que les polyamines modulent l'activité de la pectine 

méthylestérase. Les concentrations en polyamines utilisées étaient de l'ordre de celles 

présentes in vivo dans la paroi. Ils interprètent cette observation par une interaction des 

polyamines avec les charges nettes négatives du substrat pectique. 

On a localisé des enzymes de dégradation des polyamines (DAO et PAO) dans la paroi 

végétale (voir figure). Celles-ci pourraient permettre la production d 'H2Ü2 utilisée par la 

peroxydase lors de réactions telles que la lignification. 

Ces diverses informations suggèrent que les polyamines pourraient avoir un rôle 

physiologique dans les parois cellulaires, et ce en interagissant directement avec les 

composants pariétaux. 

4. Démarche du mémoire: 

La démarche suivie au cours de ce mémoire est la suivante. On sait que les fragments 

pectiques sont éliciteurs et morphogènes (Messiaen, 1994), que les polyamines sont 

présentes in vivo dans les parois cellulaires (Mariani et al. 1989) et que les polyamines 

s'adsorbent in vitro sur les fragments pectiques (D'Orazi et al, 1989). Sur base de ces 

données, nous avons émis l'hypothèse selon laquelle il existerait une interaction entre les 

fragments pectiques et les polyamines dans la transduction du signal pectique. 
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Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons effectué les expériences suivantes: 

• Détermination des isothermes d'échange polyamines-calcium : l'isotherme 

putrescine-calcium, l'isotherme spermidine-calcium et l'isotherme spermine-calcium. 

Afin de réaliser ces isothermes, on a dosé le calcium par spectrophotométrie 

d'absorption atomique. Ces isothermes ont nécessité la mise en œuvre d'une 

technique de dosage des polyamines par HPLC. Nous avons choisi de doser les 

polyamines dansylées : il s'agit d'une technique simple, rapide et qui permet une 

quantification précises des concentrations en polyamines 

• Détermination des isothermes d'échange triangulaires entre la putrescine, la 

spermidine et la spermine. 

• Quantification des interactions polyamines-paroi. On a déterminé la sélectivité de la 

paroi pour une polyamine donnée face aux autres polyamines et face au calcium au 

moyen d'un traitement thermodynamique simple basé sur la loi d'action des masses. 

• Détermination de l'influence des polyamines sur l'élicitation par les fragments 

pectiques de protoplastes de carotte. Grâce aux isothermes effectués précédemment, 

on a calculé le rapport polyamines / calcium adsorbé par les fragments pectiques en 

fonction de ce même rapport en solution. On a ansuite mesuré la modulation par les 

polyamines de l'effet éliciteur de fragments pectiques connus. On a pour ce faire 

mesuré l'activité en calcium libre cytosolique, grâce à un système d'imagerie de 

fluorescence développé au laboratoire. 

• Vérification de l'effet des polyamines sur la conformation des pectines dimérisées par 

le calcium en solution. On a pour ce faire utilisé un anticorps dirigés contre la pectine 

en "egg box". 

• Dosage (par infiltration saline et dansylation) des concentrations en polyamines in situ 

dans les parois de cellules de Daucus carota et de Nitella jl.exilis. Nous avons ainsi 

extrait les polyamines par infiltration saline des parois cellulaires, dansylation des 

extraits et détection spectrofluorimétrique en HPLC. 
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1. Isotherme d'échange calcium-polyamines 

1.1. Principe de la spectrophotométrie d'absorption atomique. 

La spectrophotométrie d'absorption atomique est une méthode analytique permettant de 

déterminer la concentration de différents cations en solution. Le principe de la détection de 

ces cations est basé sur l'absorption de certaines longueurs d'onde de la lumière par leurs 

atomes correspondants. 

Le spectrophotomètre d'absorption atomique (PU 9200X) est composé d'une lampe à 

cathode creuse émettant un faisceau de lumière à travers une "flamme" ou "brfileur". 

Cette lumière est ensuite focalisée au niveau d'un monochromateur où elle est détectée et 

amplifiée. 

Pratiquement, une solution à analyser est aspirée par un nébuliseur et injectée dans la 

"flamme" de l'appareil sous la forme de brouillard. Au niveau de cette flamme, des 

réactions physico-chimiques transforment une fraction des cations de la solution en 

atomes libres. Ces réactions sont favorisées par la présence de chlorure de césium dans 

l'échantillon. 

Les atomes libres ainsi formés vont absorber certaines longueurs d'onde de la lumière 

émise par la lampe à cathode creuse spécifique de l'ion à doser. L'intensité du faisceau 

lumineux en sortie de flamme est alors comparée à celle du faisceau lumineux de 

référence. Cette comparaison permet, finalement, de convertir la baisse d'intensité 

lumineuse en absorbance. La comparaison de cette absorbance avec une droite de 

calibration réalisée dans les mêmes conditions permet de quantifier la concentration du 

cation analysé. 
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1.2. Préparation des parois cellulaires de Nitella flexilis. 

- Prélever quelques cellules de Nitella flexilis au niveau des entrenoeuds 2 à 5. Les 

cellules ont été maintenues préalablement à pH 5.5 pour éviter le dépôt d'anneaux 

calcaires. 

- Couper les extrémités de chaque cellule au moyen d'une lame de rasoir neuve. 

- Enlever le cytoplasme de la paroi en faisant glisser un fil d'acier inox sur la paroi. 

- Rincer la paroi isolée dans de l'éthanol. 

- Plonger 1/3 de chaque paroi dans une solution de chlorure de calcium 10 mN, et les 2/3 

restants dans une solution de traitement caractérisée par sa fraction équivalente en 

polyamine (putrescine, spermine, spermidine) en solution (XPA). 

Variations des fractions équivalentes des deux ions de l'échange 

La concentration totale de la solution doit rester constante: ce ne sont que les proportions 

relatives des deux ions qui varient dans la solution, la concentration de l'un des ions 

augmentant alors que celle de l'autre diminue. 

Solution Xca2+ XPA 

1 0,99 0,01 

2 0,95 0,05 

3 0,90 0,10 

4 0,80 0,20 

5 0,70 0,30 

6 0,60 0,40 

7 0,50 0,50 

8 0,40 0,60 

9 0,30 0,70 

10 0,20 0,80 

11 0,10 0,90 

12 0,05 0,95 

13 0,01 0,99 
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Xca2+=[ CaCl2] / [CaCl2] + [PA] 

XPA=[PA] / [CaCl2] + [PA] 

1.3. Traitement des parois de Nitella flexilis. 

- Placer les parois sur un agitateur horizontal à 25°C. 

- Renouveler la solution de traitement toutes les heures. En pratique, retirer les parois de 

la solution à l'aide d'une pince de microscopie et vider la solution. Ajouter 5 ml de 

solution de traitement et y replonger les parois. Renouveler la solution 6 fois, soit au total 

35 ml. Ce faisant, on réalise une espèce de dialyse à l'équilibre entre la paroi et la 

solution. Connaissant la teneur en polyamine de la solution, l'étape suivante consiste à 

doser la quantité de polyamines adsorbées sur la paroi. 

1.4. Extraction du contenu cationique. 

- Retirer les parois de la dernière solution de traitement et les sécher complètement entre 2 

papiers filtre Whatman N°3. 

- Déposer chaque échantillon dans un microtube Eppendorf de 1,5 ml. 

- Peser les parois aver une balance de précision électronique(± 0, 1 µg) . 

- Ajouter 1.5 ml d' HCr 1 N ( contenant 1000 ppm de CsCl) pour 140 µg de paroi. 

Le chlorure de césium sert à empêcher l'ionisation du calcium. 

- Incuber les échantillons une nuit à 25°C. 

Cette dernière opération a pour but d'extraire les cations fixés au sein de la 

par01. 
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1.5. Dosage par spectrophotométrie d'absorption atomique. 

- Reti rer les parois des microtubes au moyen d'un fil de platine. 

- Réaliser une droite de calibration avec les standards de O à 4 ppm pour le calcium. 

- Mesurer l 'absorbance des échantillons. 

- Tracer l'isotherme calcium - polyamine. 

2. Isotherme triangulaire putrescine-spermidine-. 
spermine. 

2.1. Introduction: 

La détection et le dosage des polyamines dansylées ont été effectués par HPLC (High 

Performance Liquid Chromatography). 

Le chlorure de dansyl (5-diméthylaminonaphtalene-1-sulfonyl chloride) est le réactif le 

plus largement utilisé pour la dérivatisation de polyamines avant la séparation par PE 

(Paper Electrophoresis), TLC (Thin Layer chromatography), HPLC. 

Le chlorure de dansyl réagit stoechiométriquement avec les amines primaires et 

secondaires. S'il y a plus d'un groupement amine, chacun est dérivatisé. Malgré la non 

spécificité du chlorure de dansyl, la détection des polyamines en présence de produits 

compétiteurs peut se faire facilement, puisque les concentrations en polyamines dans les 

tissus sont généralement plus grandes que beaucoup d'autres substances réactives. 

L'interférence avec les acides aminés dansylés est évitée, puisqu'ils restent dans la phase 

aqueuse quand les polyamines dansylées sont extraites avec un solvant organique. 

La dansylation est effectuée à l'obscurité car les dérivés sont photosensibles, mais une 

faible lumière dans le laboratoire est tolérée. 
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2.2. Protocole d'extraction, de dansylation et de détection des 
polyamines. 

2.2.1. Réactifs. 

Des solutions standard de putrescine, spennidine, spermine de 1 à 10 mM sont préparées 

(dans de l'eau désionisée). Stockées dans des tubes de plastique à -20°C, elles sont 

stables durant au moins deux mois. 

Des récipients en plastique sont nécessaires pour le stockage : les polyamines s'adsorbent 

à la surf ace du verre. 

2.2.2. Extraction des polyamines. 

Les parois traitées avec les différentes polyamines (cf§ 1) sont plongées durant 12 heures 

à 4°C dans l'acide perchlorique 5% (0,5 ml d'acide perchlorique pour 300 µg de paroi) 

afin d'en extraire les polyamines. 

2.2.3. Dansylation des polyamines 

Les réactions de dansylation doivent être effectuées à l'obscurité. 

On ajoute à 100 µl d'échantillon 400 µl de chlorure de dansyl ( 30 mg m1-l) et 200 µl de 
Na2C0:3 saturé. Ce dernier sert à produire un milieu alcalin. Les échantillons sont ensuite 

incubés une heure à fl:fC 

On ajoute 100 µ1 de proline (100 mg m1- I) pour enlever l'excès de chlorure de dans y 1. 

Le mélange est ensuite incubé pendant 30 minutes à température ambiante. 

Les amines dansylées sont extraites du milieu alcalin par 5(X) µl de toluène. On vortexe le 

mélange 15-30 s, puis on centrifuge à 5(X)O rpm pendant 5 minutes afin de séparer les 2 

phases. On récupère la phase organique contenant les amines dérivatisées et on la sèche 

sous vide au SpeedVac. 

On prépare des standards de polyamines et un blanc (contenant le mélange de réaction 

sans polyamines) comme ci-dessus. 
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2.2.4. Séparation chromatographique des polyamines. 

La séparation est effectuée en phase inverse sur une colonne C 18 à haute résolution 

chauffée à 50°C dans un four commandé par un réfractomètre différentiel Waters 410. Il 

faut centrifuger les échantillons ( 15 minutes à 13000 rpm) avant de les appliquer sur la 

colonne. Les échantillons sont dilués afin d'obtenir de faibles concentrations en 

polyamines (de l'ordre de la nanomole ou picomole pour 20 µl de solvant). On injecte 20 

µl d'échantillon sur la colonne avec un auto-injecteur Shimadzu Sil-lOA. Le solvant est 

un mélange constitué à 75% d'acétonitrile et à 25% d'eau milli-Q. Nous avons utilisé une 

pompe isocratique Waters 510. 

Les polyamines sont détectées par un spectrofluorimètre Waters 470. La longueur d'onde 

d'excitation choisie est de 320 nm et la longueur d'onde d'émission de 510 nm. Le 

détecteur est relié à l'intégrateur Shimadzu CR4A Chromatopac. 

Plusieurs produits parasites sont élués avant les polyamines dérivatisées, et ce même dans 

les préparations de blancs dans les conditions de dansylation. Certains de ces produits 

ont été identifiés : méthylamine de dansyl, diméthylamine de dansyl, ammonium de 

dansyl et hydroxyde de dansyl. La quantité de ces substrats dépend de la quantité de 

chlorure de dansyl utilisée, du pH, de la température du mélange réactionnel et de la durée 

de la réaction de dansylation. 

2.2.5. Quantification 

La quantification peut se faire facilement grâce à l'utilisation d'un standard interne. On 

dispose pour ce faire de polyamines artificielles. Nous avons utilisé le 1,7-

diaminoheptane qui est élué à 4,5 minutes, ce qui est un temps proche de celui 

correspondant aux polyamines qui nous intéressent. La teneur en polyamines des 

échantillons peut être déduite de droites de calibration effectuées pour chaque polyamine 

dans le tissu. Une concentration connue de diaminoheptane (standard interne) et des 

concentrations croissantes de standards en polyamines (à concentrations de l'ordre de 

celles à doser dans les échantillons de parois) sont dérivatisées et chromatographiées dans 

les conditions d'analyse des échantillons. 

Dans chaque chromatogramme, on détermine le rapport du pic correspondant à la 

polyamine au pic correspondant au standard interne. On porte les rapports correspondant 

aux standards en fonction des concentrations standard en polyamines afin d'obtenir par 

régression linéaire une droite de calibration. 



3. Mesure de l'élicitation de protoplastes de Daucus 
carota par les fragments pectiques. 

3.1. Choix de la méthode. 
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La reconnnaissance par les cellules végétales des fragments pectiques induit une cascade 

de transduction du signal .. Celle-ci comprend la mobilisation d'ions calcium dans le 

cytosol (Messiaen et al. 1994). Afin d'estimer l'élicitation par le fragments pectiques, 

nous avons donc mesuré le calcium libre cytosolique. Plusieurs techniques de mesure 

sont disponibles: méthodes fluorimétriques et microélectrodes. 

Les microélectrodes permettent des mesures directes et continues. Elles possèdent une 

très bonne résolution et le temps de réponse de l'électrode est rapide. Cependant, leur 

utilisation est relativement contraignante pour l'utilisateur, invasive et traumatisante pour 

les cellules. Elles ne sont utilisées en routine que pour les cellules de grande taille: la 

présence d'une énorme vacuole limite fortement l'accès au très petit compartiment 

cytoplasmique refoulé en périphérie de la cellule. 

Les sondes fluorescentes permettent de mesurer le calcium cytosolique sans perturber le 

métabolisme cellulaire. Elles sont utilisées en spectrofluorimétrie, en cytométrie de flux et 

en microscopie à fluorescence. La spectrofluorimétrie fournit des mesures rapides qui 

sont des moyennes à l'échelle de la population de cellules examinées. Cet avantage 

disparaît lorsque la population n'est plus homogène ou fournit une réponse asynchrone 

ou localisée. La cytométrie en flux présente le mêmes avantages et inconvénients. De 

plus, elle nécessite un appareillage coOteux. 

La microscopie à fluorescence est particulièrement performante pour l'observation de 

phénomènes locaux à l'échelle cellulaire. L'inconvénient majeur est qu'on n'est jamais 

certain de l'homogénéité de la réponse cellulaire à l'échelle de la population, à moins de 

procéder à un nombre suffisant d'observations. 

La microscopie à fluorescence est le plus souvent couplée à un photomètre ou à une 

caméra CCD et à un analyseur d'images. La photométrie permet de quantifier la réponse 

moyenne émise à l'échelle de la cellule ou d'une portion de cellule. L'analyse d'images, 

quant à elle, permet de cartographier un paramètre cellulaire sur toute la surface d'une ou 

de quelques cellules. 

Les fluorochromes utilisés sont souvent des sondes dites "ratio" à double excitation ou à 

double émission. En d'autres termes, leur spectre d'excitation change en fonction du pCa. 
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Pour doser le calcium libre cytosolique, on utilise l'indo-1 (l-[2-amino-5-(6-

carboxyindole-2-yl)-phenoxy]-2-(2'-amino-5'methylphenoxy)-ethane-N,N,N',N'

tetraacetate). Le spectre d'émission de ce fluorochrome excité à 355 nm présente un 

maximum d'émission aux environs de 480 nm en absence de calcium. Lorsque la 

concentration en calcium augmente, la courbe d'émission subit un déplacement progressif 

vers les longueurs d'onde plus basses : le maximum d'émission se situe alors aux 

environs de 405 nm. 

Il existe également une longueur d'onde d'émission qui est indépendante du calcium: 465 

nm pour l'indo-1. C'est ce qu'on appelle le point isosbestique. Des mesures de la 

fluorescence au point isosbestique permettent de quantifier l'indo-1 dans les cellules. 

L'avantage principal des sondes ratio est de fournir des résultats qui sont indépendants de 

la concentration de la sonde dans les cellules et de l'épaisseur de l'échantillon. Il ne faut 

donc plus se préoccuper des problèmes de chargement hétérogène, de photo-inactivation 

de la sonde ou d'explulsion de la sonde par les cellules. 

Le choix de la méthode de mesure des réponses membranaires et cytosoliques a été 

motivé par la recherche d'une méthode d'investigation rapide et non traumatisante pour 

les cellules étudiées. L'utilisation de fluorochromes spécifiques semble la méthode la plus 

effficace pour répondre à de telles exigences. Nous avons doc détecté et quantifié la 

fluorescence émise par un microscope à fluorescence relié à un système d'analyse 

d'image. Cette méthode privilégie l'étude de la transduction du signal à l'échelle de la 

cellule. 

3.2. Système de microscopie à fluorescence et d'analyse 
d'imaees. 

On a développé au laboratoire de biotechnologie végétale un système d'analyse d'images 

couplé à un microscope à fluorescence classique dans le but d'étudier les modifications du 

potentiel de membrane, du pH cytosolique et de l'activité en calcium cytosolique dans les 

protoplastes de Daucus carota mis en présence de fragments pectiques. 

3.2.1. Microscopie. 

Nous avons utilisé un microscope inversé Nikon TMD équipé d'une optique en fluorite à 

haute transmittance montée en épifluorescence. L'objectif utilisé a été le CF Fluor 40 X. 



3 1 
La lumière d'excitation est produite par une lampe au xénon ( 100 W). Cette lampe au 

xénon, contrairement aux lampes au mercure, produit un spectre d'excitation continu de 

l'ultra-violet au proche infra-rouge. Cette lampe est particulièrement conseillée pour des 

mesures comparatives (mesures ratio). 

Le choix des filtres (Instruments S.A., Alphen ad Rijn, The Netherlands) est réalisé au 

moyen de changeurs de filtres (lambda 10, Sutter Instrument Company, Novato, 

California, USA). Ces changeurs de filtres sont contrôlés par microprocesseur, 

permettant un choix très rapide des filtres d'excitation et d'émission. Chaque changeur de 

filtre a été conçu pour accueillir 10 filtres (diamètre 25 mm, épaisseur 7.2 mm) Le temps 

de passage d'un filtre à son voisin est compris entre 50 et 1200 msec. Chaque changeur 

de filtres est contrôlé sit manuellement, soit via l'interface d'un microordinateur. Les 

caractérisiques optiques des filtres et des miroirs dichroïques utilisés avec l 'indo-1 sont 

repris dans la table 1. 

Une caméra CCD-ISIS M (Photonic Science Limited, Milham, UK) montée sur la porte 

d'émission du microscope est utilisée pour l'acquisition d'images. Cette caméra est 

spécialement conçue pour le microscope à fluorescence. Elle utilise un intensificateur 

d'image hybride permettant une acquisition optimale en temps réel d'images très peu 

lumineuses. L'intensificateur est conçu de telle manière à avoir une sensibilité maximale 

dans le bleu-vert et une sensibilité très réduite dans le proche infra-rouge afin de diminuer 

considérablement le bruit de fond. 

3.2.2 Matériel informatique. 

Nous avons utilisé un PC: A T386SX muni d'un interface Adaptec AHA-1540B connecté 

à une carte d'acquisition d'image DT-2861 (Data translation,Brussels, Belgium). Le DT-

2861 assure simultanément la numérisation et l'affichage des images sur un moniteur 

vidéo couleur Multisync 3D NEC. Ce logiciel permet le stockage de 16 images en 

mémoire vive, la réalisation d'opérations arithmétiques sur chaque image acquise et 

l'utilisation de différentes tables de couleurs. Ces tables de couleurs ont été utilisées pour 

un affichage en fausses couleurs, sans altérations des données initiales, nous permettant 

de contrôler et d'éviter la saturation de la caméra lors d'une session de travail 

Un moniteur noir/blanc supplémentaire connecté au microscope permet une observation 

en temps réel de l'échantillon avant ou pendant la session d'acquisition d'images 

(l'échantillon n'est plus observabe par les oculaires en mode "acquisition3). 
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L'analyse des images a été réalisée sur un Mac IIfx doté d'un coprocesseur Motorola 

68882 (40 MHz). Le transfert des images a été réalisé au moyen dre disques durs 

amovibles SyQuest de 42 Mb. 

3.2.3.Logiciels. 
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Un programme a été écrit en Microsoft Fortan 5.0 par Mr Michel Voué. Ce programme 

permet de contrôler toutes les composantes du système d'acquisition et d'analyse des 

images. Ce programmme a été organisé en 4 niveaux. 

Le niveau 1 est composé des interfaces. L'utilisateur n'a accès qu'à ce niveau via un 

menu affiché à l'écran. 

Le niveau 2 est composé de 4 modules permettant de choisir les filtres pour chaque 

application (Fura-2, indo-1, SNARF-1 ou DiBAC4) 

Le niveau 3 permet à l'utilisateur de choisir un mode d'acquisition des images parmi 4 

modes d'acquisition prédéfinis dans le programme: acquisition manuelle, acquisition 

automatique à des temps fixes ou à des temps variables et, finalement, acquisition de 

transitoires. Le temps d'acquisition des images n'est limité ni par la vitesse de rotation des 

changeurs de filtres, ni par la DT 2861, mais par le temps de réponse de la caméra Un 

cycle d'acquisition d'une image par seconde est la vitesse d'acquisitiojn la plus rapide 

possible compatible avec un minimum de bruit de fond ( 10 images moyennées/ 

acquisition). 

Les images numérisées sont ensuite transformées dans un format informatique compatible 

avec le Mac Ilfx et stockées sur SyQuest. Ces images sont directement exploitables, via le 

logiciel Access PC, par le logiciel d'analyse d'images Image 1.41 v. 3. 

Le niveau 4 intègre le contrôle des changeurs de filtres et de la mémoire étendue. 

Chacune des routines d'acquisition a été écrite grâce aux librairies DT-IRIS exploitées 

directement par les langages Fortran, Pascal ou C 
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Le programmme d'analyse d'images. 

L'analyse d'images elle-même a été réalisée au moyen du logiciel Image 1.41 v. 3. 

Le programme d'origine a été modifié au laboratoire afin de permettre le calcul des ratios 

de fluorescence et d'automatiser l'analyse d'un grand nombre d'images (élimination du 

bruit de fond et composition d'images pour publications). 

Le logiciel assure également la calibration des images suivant une courbe de calibration 

établie pour chaque f1uorochrome ou application. 

Le calcul des images ratio. 

Dans un premier temps, l'autofluorescence des protoplastes non chargés de fluorochrome 

est enregistrée par la caméra pour chaque longueur d'onde caractéristique de la sonde 

uti lisée. Une valeur moyenne de l'autofluorescence est ensuite calculée sur une petite 

portion de cytoplasme des protoplastes pour chaque longueur d'onde. 

Dans un deuxième temps, cette autofluorescence est soustraite de la fluorescence générale 

mesurée sur des protoplastes chargés avec une sonde spécifique. Pratiquement, cela 

revient à soustraire une constante, pixel par pixel, de chaque image acquise lors d'une 

session de travail avant de calculer les ratios. 

Le calcul des ratios lui-même consiste à diviser, pixel par pixel, une image prise à une 

longueur d'onde par une image prise à une autre longueur d'onde. 

L'image résultante, appelée "image ratio", est une matrice de points ou de ratios. Chaque 

point correspond ainsi à une valeur réelle généralement comprise entre O et 3. Le logiciel 

Image 1.41 v. 3 a été spécialement modifié pour calculer ces ratios sans erreurs d'arrondi 

et pour recalibrer ces valeurs entre des nombres entiers compris entre O et 255 

correspondant à la gamme des niveaux de gris utilisée. 

L'activité moyenne en calcium cytosolique est calculée par intégration numérique des 

valeurs de pixels sur toute la surf ace des protoplastes observés. Cette opération est 

réalisée au moyen d'une commande spéciale intégrée dans le logiciel d'analyse d'images. 

Ces différentes valeurs moyennes d'activités en calcium cytosolique mesurées sont 

ensuite reportées en graphiques pour comparaison. 
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3.3. Mesure de l'activité en calcium cytosolique de protoplastes 
de carottes en présence de fraîments pectiques. 

3.3.1. Chargement des sondes fluorescentes 

Chargement des protoplastes par électroporation: 

Les protoplastes sont placés dans une cuvette d'électroporation de 0.4 cm en présence de 

50 µM d'indo-1. Au moyen d'un électroporateur Genepulser (Biorad), les protolastes 

sont perméabilisés par 3 décharges électriques envoyées à intervalles de 5 secondes (E = 

1200 V/cm; constante de temps= 100 µs). Les protoplastes sont ensuite incubés à 

l'obscurité pendant 2h et à température ambiante. L'excédant de sonde est finalement 

éliminé par rinçage en milieu MS+ mannitol. 

Nous n'avons pas pu utiliser la forme estérifiée de l 'indo-1 car celle-ci n'est que 

partiellement déestérifiée dans le cytosol, et, par conséquent, non fonctionnelle en tant 

que sonde à calcium. 

L'indo-1 acide ne peut être chargé dans les cellules car il se fixe dans la paroi cellulaire. 

La mesure de l'activité en calcium cytosolique nécessiterait obligatoirement une micro

injection de sonde. 

Localisation subcellulaire de la sonde fluorescente. 

lndo-1 peut s'accumuler dans les vacuoles des cellules végétales lors du chargement. 

Cette accumulation est cependant relativement rare. Les protoplastes qui ont accumulé la 

sonde dans leurs vacuoles sont systématiquement éliminés des expériences: il est, en 

effet, impossible de quantifier l'activité en calcium dans de tels protoplastes car la sonde 

est saturée par les fortes concentrations en calcium de la vacuole. 

3.3.2. Protocole de stimulation des protoplastes. 

Avant de les soumettre aux fragments pectiques,on a laissé un délai de 2 heures après 

stimulation des protoplastes pour restaurer leur sensibilité aux fragments pectiques 

exogènes. En effet, les cellules végétales libèrent des fragments pectiques suite à 

l'isolement et momentanément insensibles à l'élicitation par des fragments pectiques 

exogènes .. 
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Les protoplastes resuspendus dans le milieu MS+mannitol + sels adéquats sont ajoutés à 

l'éliciteur avant la prise d'images, puis déposés entre lame et lamelle sur la platine de 

microscope. Ce protocole ne permet pas d'avoir le temps "zéro", mais ceci ne constitue 

pas un inconvénient majeur puisque les cellules végétales répondent généralement très 

lentement à une stimulation. 

3.3.3. Durée de la stimulation. 

Les observations sur protoplastes ont été limités à 30 minutes. En effet, après ce délai, les 

protoplastes ne sont plus suffisamment fluorescents pour permettre un calcul de ratios 

fiable. Cette perte de fluorescence est due essentiellement à la photo-inactivation de la 

sonde fluorescente exposée aux U.V. durant la session d'acquisition, et à une perte 

naturelle ("leakage") de la sonde par les protoplastes. 

4. Culture en suspension de Daucus carota. 

Maintenir les suspensions cellulaires de carotte en milieu MS mannitol 708 g/1 de sels de 

Murashige et Skoog, 30 g/1 de sucrose et 1 mg/1 de 2,4-D (pH 5.7) à 25°C sur agitateur 

orbital VKS 75 Edmund Bühler ( 110 rpm) dans des erlenrneyers de 250 ml. 

Repiquer les cellules tous les 15 jours (dilution 1:4). 

5. Isolement de protoplastes de Daucus carota. 

Prélever 10 ml de suspension cellulaire âgée de 6 jours et les centrifuger à 100 g pendant 

5 minutes dans un tube Falcon de 50 ml. 

Eliminer le surnageant et le remplacer par 10 ml de solution emzymatique contenant 4.708 

g:l de sels de Murashige et Skoog, 30 g/1 de sucrase, 100 g/1 de mannitol, 15 g/1 de 

cellulase de RS Onozuka, 5 g/1 de rnacerozyrne RS, lrng/1 de 2,4-D (pH 5.6). Incuber les 

cellules à l'obscurité pendant une nuit sous légère agitation à 25°C. 

Récupérer les protoplastes par centrifugation à 100 g pendant 5 minutes à température 

ambiante. 



Eliminer le surnageant et resuspendre les protoplastes dans 10 ml d'une solution de 

sucrose 0.4 M. Transvaser les cellules dans un nouveau tube falcon de 15 ml et les 

centrifuger à 100 g pendant 5 minutes à température ambiante. 

Récolter les protoplastes qui flottent au moyen d'une pipette pasteur. 

Resuspendre les protoplastes dans 10 Ml de milieu MS/mannitol et les laver par 

centrifugation à 100 g pendant 5 minutes à température ambiante. Répéter 2 fois cette 

dernière opération. 

6. Test de viabilité cellulaire. 

Test à la flluorescéine diacétate (FDA). 

Ajouter 0.1 ml d'une solution de FDA 0.01 % à 4.9 ml de milieu MS/mannitol. 
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Ajouter un volume de ce mélange à un volume de cellules (ou de protoplastes). 

Déterminer, au moyen d'une cellule de Fusch-Rosenthal , la viabilité cellulaire en 

comptant le nombre de cellules fluorescentes par rapport au nombre total de cellules (ou 

plus simplement estimer la viabilité par examen d'une goutte de suspension cellulaire 

entre lame et lamelle). 

7. Test ELISA : PGA-2-F4 

-Déposer 50 µl/puits de poly-lysine (0,05 mg/ml) sur boîte Microwell Module F-8 

Immunoquality (Nunc). Incuber une heure à température ambiante. 

-Déposer 50 µl/puits d'une solution d'acide polygalacturonique (200 µg /ml) dans une 

solution de CaC12 lmM et NaCll 150 mM. Incuber une nuit à 4°C. 

-Saturer les boîtes avec 200 µl+puits d'une solution de gélatine (200 µg/ml) dans un 

tampon Tris 20 mM, NaCI 150 mM, CaC12 0,5 mM (pH 7,4) (=tampon Tris-Na-Ca). 

Incuber 2h à 37°C. 

-Déposer 50 µ1/puits de 2F4 pur ou dilué dans le tampon Tris-Ca-Na Incuber lhà 37°C. 

-Laver les boîtes avec le tampon Tris-Ca-Na+ 0.1 % Tween-20. 



.---- --------------- - - - -

-Déposer 50 µl /puits de RAM-peroxydase diluée 500 fois dans le tampon Tris-Ca-Na. 

Incuber 1 h à 37°C. 

-Laver comme précédemment. 

-Révéler avec 50 µ1 /puits d 'une solution d 'ABTS-H2(h-tampon citrate (20?5 g/1 de 

NA2HPO4.2H2O, 8.9 g/L d'acide citrique, pH 5,6). Incuber 15 minutes à 37°C. 

Rem.: La solution de révélation contient 4 mg d' ABTS + 20 µl d'H2(h pour 6 ml de 

tampon citrate. 

-Lire l 'absorbance à 405 nm au moyen d'un lecteur ELISA Titertek. 
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1. Isothermes d'échange 

1.1. Isothermes calcium-polyamines. 

1.1.1. Tracé des isothennes de trois polvamines (putrescine. spennidine et spennine) 

échangées contre le calcium. 

L' isotherme putrescine-calcium est convexe, ce qui indique que le calcium est préféré à la 

putrescine. Cette sélectivité apparemment étonnnante entre deux cations bivalents, peut 

s 'expliquer par un plus grand encombrement stérique de la putrescine que du calcium. 

L'isotherme sperrnidine-calcium est presque diagonal, avec une légère préférence pour la 

sperrnidine. Ceci pourrait s'expliquer par une compensation entre l'effet du nombre de 

charges portées par les ions et l'encombrement stérique. En effet, la sperrnidine trivalente 

devrait déplacer complètement le calcium bivalent. Toutefois, l'encombrement stérique 

moins important du calcium compense cet effet du nombre de charges. 

La courbe de l' isotherme sperrnidine-calcium montre une nette concavité, traduisant une 

forte préférence de la paroi pour la sperrnine. Ceci est probablement dQ au caractère 

tétravalent de la sperrnine, la valence nettement supérieure de la sperrnine permettant de 

compenser sa densité de charges plus faible. 

1.1 .2. Logarithmes népériens des coefficients de sélectivité. 

Le graphique des ln des coefficients de sélectivité pour l'échange putrescine - calcium 

montre des coefficients de sélectivité toujours positifs. Le calcium est donc toujours 

préféré à la putrescine. Cependant, nous n'avons pas affaire à une constante, mais à une 

courbe décroissante, ce qui indique que la sélectivité diminue quand on augmente la 

fraction équivalente en calcium. De plus, on observe une rupture de la pente. Cette 

rupture se produit quand on est environ à 30 % de calcium dans la paroi. Ceci reflète une 

hétérogénéité des sites d'échange dans la paroi et un mode séquentiel d'adsorption des 

cations sur la pectine. 
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En effet, on trouve sur la paroi de Nitella deux types des sites d'adsorption : de "type l" 

et de "type II" (Van Cutsem, 1986). 

Les sites de type I correspondent à l'acide homopolygalacturonique (pectine de type 1) où 

il se produit un phénomène de dimérisation des chaînes pectiques en "egg boxes". 

Les sites de type II contiennent entre autres un peu de ramifiée avec des sucres neutres. 

Cette pectine de type ROI ne serait pas capable d'adopter une conformation similaire et est 

à l'origine de complexes moins stables. Mais les deux types de pectine correspondent en 

fait à deux étapes de l'association des chaînes pectiques. 

Dans une première étape, les chaînes pectiques s'associeraient de manière coopérative 

avec les ions calcium, c-à-d que la fixation du premier ion calcium favoriserait 

l'association des suivants, selon un modèle comparable à une tirette éclair. C'est la 

" dimérisation " des chaînes pectiques. L'activité en calcium augmentant, les chaînes 

dimérisées s'associeraient, à leur tour, en formant des multimères. Cependant, 

l'association en dimères serait la cause de contraintes mécaniques responsables de la 

moindre stabilité des multimères que des dimères. 

Dans le cas de l'échange spermidine-calcium, sur le graphique des logarithmes népériens 

des coefficients de sélectivité en fonction de la fraction en calcium dans la paroi, on 

observe un passage des valeurs positives à des valeurs négatives aux environs de 30 % de 

calcium dans la paroi. Ceci traduit simplement une inversion de sélectivité due à 

l'hétérogénéité des sites d'échange dans la paroi. 

L'évolution du logarithme népérien du coefficient de sélectivité de l'échange spermine

calcium montre également une inversion de sélectivité à environ 15 % de spermine sur les 

parois. L'hétérogénéité des sites d'échange et le mode séquentiel d'adsorptiondes cations 

sur la pectine expliquent une fois de plus ce passage de valeurs positives à des valeurs 

négatives du coeficient de sélectivité. 
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1.2 .. Isotherme triangulaire putrescine-spermidine-spermine. 

1.2.1 . Tracés des isothermes. 

L' isotherme triangulaire putrescine-spermidine-spermine montre une sélectivité qui serait 

déterminée par le nombre de charges portées par les polyamines. En effet, l'isotherme 

putrescine-spermidine montre une préférence pour la spermidine; le graphe est nettement 

convexe. Ceci est probablement d0 au caractère trivalent de la spermidine. L'effet des 

charges l'emporterait donc sur celui de l'encombrement stérique. 

L'isotherme spermidine-spermine montre une nette préference pour la spermine, 

probablement due à son caractère tétravalent. L'influence du nombre de charges sur la 

sélectivité serait donc plus importante que celle de l'encombrement stérique. 

Dans l'échange entre la putrescine et la spermine, la spermine est préférée à un point tel 

que nous n'avons pas détecté de putrescine dans les parois traitées avec une fraction 

équivalente de putrescine variant de 0,01 à 0,05. 

1.2.2. Logarithmes népériens des coefficients de sélectivité. 

Pour l'échange putrescine-spermidine, le graphe des coefficients de sélectivité pour la 

putrescine en fonction de la fraction en putrescine dans la paroi montre toujours des 

valeurs négatives des logarithmes. La spermidine est donc préférée à la putrescine. La 

rupture de pente reflète l'hétérogénéité des sites d'échange dans la paroi. 

L'évolution des coefficients de sélectivité concernant l'isotherme spermidine-spermine 

montre que la spermine est généralement préférée à la spermidine, sauf pour les faibles 

concentrations en spermidine. Cette inversion de sélectivité est toujours due à 

l'hétérogénéité sites d'échanges pariétaux. 

Quant aux logarithmes des coefficients de sélectivité pour l'échange putrescine-spermine 

(calculés pour les valeurs disponibles), ils sont toujours positifs. Ils montrent une 

sélectivité fort en faveur de la spermine, une décroissance de cette sélectivité quand la 

fraction équivalente en spermine augmente et une fois de plus une non linéarité de la 

pente. 
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2. Effet des polyamines sur l'élicitation par les ûagments 
pectiques 

2.1. Introduction 

En présence d'une concentation en calcium de 0.5 mM, des fragments pectiques de DP 9 

-16 à concentration de 0.2 mg/ml induisent une élicitation sur des protoplastes de carotte 

âgés de 6 jours. Cet effet éliciteur se traduit par une mobilisation massive de calcium 

cytosolique (Messiaen, 1994). Nous avons émis l'hypothèse selon laquelle les 

polyamines interagiraient avec ces fragments pectiques et influenceraient l'élicitation. 

2.2. Stimulation des protoplastes. 

Des protoplastes de carotte ont été traités pendant 30 minutes par des oligogalacturonides 

de DP 9-16 à une concentration finale de 0.2 mg/ml et en présence de 150 mM NaCl + 
0.5 mM CaCl2 . Les fragments pectiques ont été mélangés avec une solution de 

protoplastes dans un Eppendorf. On a ajouté à ce mélange des concentrations en 

polyamines doubles de celles neutralisant les charges négatives des fragments pectiques 

afin de tester leur effet sur la mobilisation de calcium cytosolique. On a ensuite 

immédiatement déposé la solution sur une lamelle couvre-objet. 

Les protoplastes présentant une compartimentation vacuolaire de la sonde fluorescente 

utilisée ont été éliminés des observations. 

Les protoplastes pris en compte pour les observations sont néanmoins caractérisés par 

une fluorescence non nulle à l'emplacement de la vacuole. Cette fluorescence est due à la 

présence de zones cytosoliques se trouvant hors du plan de mise au point du microscope 

(au-dessus et en-dessous de la vacuole) lors de l'acquisition des images. 
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2.3. Variation de l'activité en calcium cytosolique 

Nous avons examiné l'effet de l'interaction des polyamines et de fragments pectiques. 

Pour ce faire, nous avons mesuré le calcium cytosolique mobilisé par une concentration 

en fragments pectiques à laquelle on ajoute deux fois plus de polyamines qu'il n'en faut 

pour neutraliser les charges négatives des oligogalacturonides. Nous avons bien sür 

effectué les contrôles négatifs nécessaires : traitement de protoplastes par les polyamines 

et fragments pectiques séparément et protoplastes ne subissant aucun traitement. 

2 .3 .1. Effet de la putrescine 

Nous avons observé que la putrescine a un effet activateur sur l'élicitation par les 

fragments pectiques de DP 9-16. En effet, les protoplastes "contrôle" traités par ces 

fragments pectiques produisent une augmentation de l'activité en calcium cytosolique qui 

passe en moyenne de 110 nM à 180 nM. Les protoplastes traités par les fragments 

pectiques auxquels on ajoute la putrescine (deux fois plus de putrescine qu'il n'en faut 

pour neutraliserles fragments pectiques) subissent une mobilisation de calcium 

cytosolique beaucoup plus importante; on observe une augmentation de l'activité en 

calcium cytosolique passant de 110 nM à 220-240 nM. On peut émettre l'hypothèse 

selon laquelle la putrescine induirait une stabilisation des dimères pectiques. 

2.3.2. Effet de la spermidine. 

Les protoplastes traités par les fragments pectiques auxquels on ajoute la spermidine 

subissent une mobilisation de calcium cytosolique semblable à celle des protoplastes 

"contrôle". La spermidine est donc sans effet sur l'élicitation par les fragments pectiques 

de DP9-16. 

2.3.3. Effet de la spermine. 

La spermine a un effet inhibiteur sur l'élicitation par les fragments pectiques de OP 9-16. 

En effet, les protoplastes "contrôle" traités par ces fragments pectiques produisent une 

augmentation de l 'activité en calcium cytosolique qui passe en moyenne de 110 nM à 180-

200 nM. Les protoplastes traités par les fragments pectiques auxquels on ajoute la 

spermine subissent une mobilisation de calcium cytosolique beaucoup moins importante; 

l'activité en calcium cytosolique ne passe que de 110 nM à 150 nM. Les écarts-types sont 

trop importants pour qu'on puisse affirmer qu'il existe un effet éliciteur de la spermine 

seule. 
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3. Contenu en polyamines de parois de Daucus carota et de Nitella 

flexilis. 

Par extraction sous vide des parois et dansylation (voir matériel et méthodes), nous avons 

déterminé les concentrations en polyamines présentes in vivo dans les parois de Dau.eus 

carota et Nitella flexilis. Ces concentrations sont très faibles. Cependant, on ne peut 

exclure des concentrations locales plus élevées. 

Putrescine Spermidine Spermine 

[ mM /kg paroi] [mM /kg paroi] [ mM /kg paroi] 

Carotte 29,0 2,0 1,0 

Nitella 45,5 17,1 27,6 

4. Inhibition de la reconnaissance immunologique de la pectine par les 

polyamines. 

Au moyen de tests ELISA, nous avons constaté qu'à de sconcentrations inférieures à 2 

mM, la spd et la spm inhibent largement la reconnaissance des fragments pectiques par les 

anticorps. Par contre, la putrescine, dont la sélectivité d'échange ionique est faible, 

augmente fortement la même reconnaissance par les anticorps 2F4. 

On peut émettre l'hypothèse que tant la spd que la spm s'échangent contre les ions 

calciwn sur les sites carboxyliques internes aux dimères de pectine, ce qui est en accord 

avec les sélectivités observées lors des isothermes d'échange. Par contre, la putrescine 

s'adsorberait sur les sites externes des dimères, sites normalement saturés par des cations 

monovalents, comme le Na+ 

La putrescine, ayant une affinité beaucoup plus faible pour les polyanions pectiques que 

le calciwn, n'entraînera la multimérisation des dimères pectiques qu'à des concentrations 

beaucoup plus élevées. Au contraire à des teneurs plus faibles, elle maintiendra mieux les 

dimères isolés, permettant une plus grande reconnaissance par l'anticorps. 



r---- ----------- ----- ------------ - - - - -

44 

Conclusions 

Les polyamines sont synthétisées par la plante et sécrétées dans les parois (Angelini et al, 

1993). On y trouve aussi des enzymes de dégradation des polyamines, DAO et PAO. 

Les polyamines s'échangent sur les pectines de la paroi végétale . D 'Orazi et al, (1987) 

avaient déjà montré que les polyamines s 'adsorbaient in vitro sur les pectines. Nous 

avons montré qu'elles s'échangent essentiellement en fonction de leur valence. 

Les complexes polyamines (spermidine et spermine) -pectine inhibent la reconnaissance 

immunologique de la pectine (voir tests ELISA). La putrescine accroît la reconnaissance 

par stabilisation des dimères pectiques. 

On sait que les fragments pectiques sont éliciteurs (Messiaen, 1994) et morphogènes. 

Notre travail a permis de déterminer que les polyamines modulent les propriétés de signal 

des fragments pectiques, via l'accroissement de l'activité en calcium cytosolique. La 

putrescine l'accroît sans doute par une stabilisation des dimères pectiques. Ceci est 

confirmé par l'augmentation médiée par cette polyamine de la reconnaissance de la pectine 

par l'anticorps 2F4 (dirigé contre la pectine en « egg box»). Les polyamines 

tétravalentes empêchent tant l 'élicitation par les fragments pectiques que la reconnaissance 

des pectines par le même anticorps. 

On avait déjà mis en évidence plusieurs modes d'action des polyamines dans les relations 

hôte-pathogène et symbiotique: influence directe sur le développement d'un champignon

hôte, modulation de la production d'éthylène ... Au niveau de la paroi cellulaire, il se 

produit un couplage des activités PAO et POD permettant une augmentation des dépôts 

subéro-ligneux (Angelini et al,_, 1993 ). 

Nous avons montré dans ce mémoire que les polyamines influencent la reconnaissance 

des fragments pectiques par les cellules végétales. Cela constitue un nouveau champ 

d'investigation des implications des polyamines dans le cadre de défense des végétaux 

contre les pathogènes. 
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Perspectives. 

Les pectine-méthylestérases sont secrétées par un pathogène afin de dégrader la pectine 

des végétaux. On sait par ailleurs que d'autres pectine-méthylestérases sont produites par 

le végétal, interviennent dans la croissance pariétale et sont activées par la présence de 

polyamines aux concentrations présentes in vivo (Charnay et al., 1992). Ces auteurs 

suggèrent que les polyamines agissent non pas par une interaction directe avec les pectine

méthylestérases, mais via. leur adsorption sur la pectine. On peut donc envisager une 

interaction entre les pectine méthylestérases secrétées par un pathogène et les polyamines. 

Les conclusions de ce mémoire et d'autres études permettent d'émettre l'hypothèse selon 

laquelle la pectine, les fragments pectiques, les polyamines et les pectines méthylestérases 

interagiraient au niveau de la paroi cellulaire végétale pour constituer soit un signal 

d'agression par un pathogène, soit un signal morphogénétique. 

La prochaine étape de ce travail consistera à étudier les interactions polyamines-pectines in 

vivo, et à quantifier les activités non seulement méthylestérasiques, mais plus 

généralement pectolytiques lors de l'interaction hôte-pathogène ou lors de la morpho

genèse. 



JBjJIJBjJLJI ((})({}JIMJP ll!/l/JE 

Angelini R., Bragaloni M., Federico R., lnfantino A., Porta-Puglia A.(1993) Involvement of 

polyamines, diamine oxidase and peroxydase in resistance of chickpea to Ascochyta rabiei. 

J. Plant Physiol. 142: 704-709. 

Angelini R., Federico R, Bonfante P. (1995) Maize Polyamine Oxidase: Antibody production 

and ultrastructural localisation. J. plant Physiol. 145: 686-692 

Aurissano N., Bertani A., Mattana M., Reggiani R. (1993) Abscissic acid induced stress-like 

polyamine patern in wheat seedlings, and its reversai by potassium ions. Physiologia 

plantarum. 8 9: 687-692 

Basu H. S., Schwietert H.C.A., Feuerstein B.G., Marton L.J. ( 1990) Effect of the variation 

in the structure of spermine on the association with DNA and the induction of DNA 

conformational changes. Biochem J. 2 6 9: 329-334 

Biondi S., Hagège D., Rossini P., Bagni N.(1993) Polyamine metabolism and ethylene 

biosynthesis in normal and habituated sugar beet callus. Physiologia Plantarum 89: 699-706 

Busch D. C. MacColl J. G. ( 1987) Mass-action expressions of ion exchange applied to ca2+, 

H+, K+ and Mg++ sorption on isolated walls of leaves from Brassica oleraceae . Plant Physiol. 

85: 247-260 

Charnay D., Nari J., Noat G.(1992) Regulation of plant cell wall pectin methyl esterase by 

polyamines - interactions with the effect of metal ions. Eur. J. Biochem. 2 0 5: 711-1263 

D 'Orazi D., Bagni N. (1987) In vitro interactions between polyamines and pectic substances. 

Biochemieal and biophysieal reseaeh communications 148(3): 1159-1263 

El Ghaehtouli N., Paynot M., Morandi D., Martin-Tanguy J., Gianinazzi S. (1995). The effect 

of polyamines on endomycorrhizal infection of wild-type Pisum Sativum, e. v. Frisson ( nod + 

mye+) and two mutants (nod- mye+ and nod- mye-) Mycorrhi.za 5: 189-192 

Federico R, Angelini R ( 1986) Occurrence of diamine oxidase in the apoplast of pea 

epieotyls. Planta 167: 300- 302. 

Galston A. W. (1983) Polyamines as modulators of plant development. Bioscience 3 3: 6 



r----- ----------- - --------- - - - -

Galston A.W., Sawhney R.K. (1990) Polyamines in plant physiology Plant Physiol. 94: 406-

410 

Gillet C. (1992) Physiologie et propriétés électrostatiques des membranes chargées. FUNDP 

Namur Librairie des sciences 

Grignon C., Sentenac H. (1991). pH and ionic conditions in the apoplast Annu. Review in 

Plant Molecular Biology 4 2: 103-28 

Haworth I.S., Rodger A., Graham Richards W. (1991) A molecular mechanics study of 

spermine complexation to DNA: a new model for spermine-poly(dG-dC) binding. Proc. R. Soc 
Lond. B. 244: 107-116 

Kaur-Sawney R.,Flores H.E., Galston A.W. (1981) polyamine oxidase in oat leaves: A cell 

wall localized enzyme. Plant Physiol. 6 8, 494-498. 

Mariani P., D'Orazi D., Bagni N. (1989) Polyamines in primary walls of carrot cells : 

endogenous content and interactions. J. Plant Physiol. 135: 508-510 

Mehta H.S., Saftner R. A., Mehta R. A., Davies P.J. (1994) Identification of 

posttranscriptionally modified 18-Kilodalton Protein from rice as eucariotic translation initiation 

factor 5A. Plant Physiol. 106: 1413-1419 

Messiaen J. ( 1994) La transduction du signal chez les végétaux supérieurs en réponse à une 

attaque pathogène: identification de réponses membranaires, cytosoliques et nucléaires induites 

par les oligogalacturonides. Dissertation présentée en vue de l'obtention du grade de Docteur 

en sciences Presses universitaires de Namur. 

Moustacas A-M. Nari J. Borel M. Noat G. Ricard J. (1991) Pectin methylesterase, metal ions 

and plant cell-wall extension. Biochem. J. 2 79: 351-354 

Panizza M., Mensuali-Sodi A. Role of ethylene in axillary shoot proliferation of lavandin

interaction with Benzyladenine and polyamines. Journal of Experimental Botany 2 59(44): 387-

394 

Phillips R., Press M. C., Bingham L. Grimmer C (1988) Polyamine in culture dartichoke 

explants: Effects are primarily on xylogenesis rather than cell division.201(39): 473-480 

Powell D.A., Morris E.R., Gidley M.J., Rees D.A. (1982) Conformation and interactions of 

pectins. II Influence of residue dequence on chain association in calcium pectate gels. INfluence 

of residue sequence on chain assocation in calcium pectate gels. J .Mol Biol. 1 5 5: 517-531 



Reddy N;, Arteca R.N., Dai Y.-R., Flores H.E., Negm F.B., Pell E.J. (1993) Plant cell and 

environment 16: 819-826 

Scolum R.D.,Flores H.E (1991) Polyamine Catabolism in Plants. dans Biochemistry and 

Physiology of Polyamines in Plants. Crc press, Boca Raton 

Smith T.A. (1985) Polyamines Ann. Rev. Plant Physiol. 3 6: 117-143 

Smith MA., Davies P.J. Monitoring polyamines in plant tissues by high performance liquid 

chromatography. dans HPLC in plant sciences. Modem methods in plant physiology.(5) 

Tiburcio A.F., Besford R.T., Capell T., Borrell A., Testillano P.S., Risuefio M.C.(1994) 

Mechanisms of polyamine action during senescence responses induced by osmotic stress. 

J oumal of experimental Botany 2 8 1 ( 45) 1789-1800 

Torrigiani P. Scoccianti V. Bagni N. (1988) polyamine oxidase activity and polyamine content 

in maize during ssed germination. Physiologia plantarum. 7 4: 427-432 

Van Cutsem P. (1984) étude thermodynamique et spectroscopique de l'adsorption de cations 

métalliques sur la paroi cellulaire végétale de Nitella flexilis Dissertation présentée en vue de 

l'obtention du grade de Docteur en sciences Presses universitaires de Namur. 

Van den Boek D., Van Der Straeten D., Van Montagu M., Capian A. (1994) A group of 

chromosomal proteins is specifically released by spennine and loses DNA-binding activity 

upon phosphorylation. Plant Physiol. 106: 559-566 

Wallace H.M. Morgan D.M.L.(1990) Polyamines: Cellular regulators? Introductory remarks 

Biochemical Society transactions. 18: 1079. 

Walter H. J.-P., Geuns J. M. C. (1987) High speed analysis of polyamines in plant tissues. 

Plant Physiol. 83.: 232-234 

Ye X. S. , Avdiushko S. A., Kuc J. (1993) Effectsof polyamines on in vitro 

phosphorylationofn soluble and plasma membrane proteins in tobacco, cucumber and 

Arabidopsis thaliana. Plant science 97: 109-118 




