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  Dans leur lutte permanente pour la survie, les plantes ont développé un système de 

défense diversifié qui leur permet de résister à la plupart des agressions de nature biotique 

(champignons, bactéries, virus, plantes parasites, nématodes ou ravageurs) ou de nature abiotique 

(stress hydrique, thermique, ionisant, ou pollution, etcλ). Généralement,  La maladie est 

l’exception, la plante répond aux stress d’origine biotique ou abiotique par la mise en place de 

réactions de défense variées lui permet de résister aux agents pathogènes. Ces défenses consistent 

en premier lieu en des barrières physiques -cuticule et la paroi cellulaire- qui empêchent la 

pénétration de la plupart des microbes. Si l’agent pathogène pénétre la plante et que la maladie se 

développe, la plante est dite sensible et l’interaction est compatible. Dans le cas contraire, si le 

parasite parvient à franchir les premières lignes de défense, la plante va déclencher des réactions 

de défense inhibant le développement de la maladi e: la plante est résistante et l'interaction est 

incompatible ce qui se traduit, dans la plupart des cas, par la mort rapide des cellules infectées et 

la formation de lésions nécrotiques localisées autour des sites de pénétration du parasite. Il s’agit 

de la réaction d’hypersensibilité, ou RH, qui s’accompagne de modifications métaboliques 

importantes permettant de confiner l’agresseur à son site de pénétration (Goodman et Novacky, 

1994). La RH est une forme de mort cellulaire programmée ; son déroulement nécessite d’abord 

la reconnaissance par la cellule hôte d’un éliciteur suivie par des événements de signalisation, de 

transcription d’un grand nombre de gènes de défense et de production de molécules de défense. 

Des facteurs spécifiques de la plante et de l’agent pathogène déterminent la nature des 

interactions physiques, chimiques ou biologiques qui, s’établissant dans les tous premiers 

moments de leur rencontre, conditionnent l’évolution vers la résistance (incompatibilité) ou la 

sensibilité (compatibilité), autrement dit vers l’expression rapide ou non des mécanismes de 

défense. Cependant, dans la littérature, le terme RH au sens large qualifie un mécanisme de 

défense des plantes qui englobe la mort cellulaire et les réponses de défense associées au niveau 

local (Pontier et al., 1998). A cette résistance s’associent deux résistances acquises : l’une locale 

(LAR), sur une zone de quelques millimètres autour de la zone infectée qui a été proposé comme 

zone de production des signaux nécessaires à l’établissement de la seconde, la résistance 
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systémique acquise (SAR), plus tardive et moins intense, qui met la plante dans un état de veille et 

la maintient prête à réagir à une attaque ultérieure (Maleck et Dietrich, 1999). 

 

A. Les mécanismes de la résistance spécifique des plantes aux parasites   

La nature exacte des événements qui conduit à la mort cellulaire est largement étudiée. Ces 

études concernent le contrôle génétique des phénomènes de reconnaissance intervenant entre la 

plante et le microorganisme pathogène, les signaux requis pour sa mise en œuvre, la régulation et 

l’exécution du programme de mort cellulaire et l’activation de gènes de défense (Figure 1).  

Figure 1. Événements de reconnaissance, de 
signalisation et réactions de défense conduisant à 
la mise en place d'un état de résistance.  (D’après 

Heitz et al., 2002). 
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 1. Le phénomène de reconnaissance 

Deux types de reconnaissance peuvent être proposés : la reconnaissance spécifique qui 

fait intervenir le produit du gène de résistance de la plante et le produit du gène d’avirulence du 

pathogène correspondant et la reconnaissance non spécifique qui implique des éliciteurs 

généraux. 

1.1.  La reconnaissance par les éliciteurs généraux 
Un éliciteur est une molécule capable d’induire au moins une des réponses typiques de 

défense, comme la synthèse de phytoalexines, cela en l’absence de toute infection (Blumwald et 

al., 1998 ; Dixon et al., 1994 ; Hahn, 1996). La caractéristique principale des éliciteurs généraux est 

qu’ils ne reproduisent pas la spécificité de reconnaissance gène pour gène (Keen, 1990, 1992). Ils 

sont produits soit par les agents pathogènes (éliciteurs exogènes) ou des plantes (éliciteurs 

endogènes) (Figure 2).  Ils sont de nature polysaccharidique, lipidique, ou (glyco) protéique 

(Benhamou, 1996 ; Boller, 1995 ; Côté et Hahn, 1994 ; Ebel et Mithöfer, 1998 ; Hahn, 1996).  

Figure 2 : La reconnaissance par les éliciteurs généraux 
PG : phosphatidylglycérol ; PGPI : Plant Growth Promoting Bacteria ;  

HRGPs : Hydroxyprolin-rich GlycoProtein. 
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 Trois types majeurs d’éliciteurs de nature polysaccharidique ont été identifiés : les -1,3 

glucanes, la chitine et le chitosan (chitine dé-acétylée) provenant des parois fongiques et les 

oligogalacturonides, résidus d’acides galacturoniques en liaison -1,4 dérivés de la pectine, issus 

des parois cellulaires. On peut insister sur le fait que la plupart de ces éliciteurs polysaccharidiques 

endogènes ou exogènes est généré par des hydrolases de l’hôte et/ou de l’agresseur. Ces 

molécules peuvent donc probablement intervenir comme signaux de « deuxième génération » 

dans la cascade de réception-transduction participant à l’expression des réponses de défense 

(Fritig et al., 1998 ; Lamb et al., 1989). 

Parmi les éliciteurs lipidiques, l’acide arachidonique et d’autres acides gras insaturés, libérés 

lors de l’infection de la pomme de terre par Phytophthora. infestans, figurent parmi les éliciteurs les 

plus efficaces de la synthèse de phytoalexines (Bostock et al., 1981) et de l’activité lipoxygénase 

(LOX) (Bostock et al., 1992). L’ergostérol, qui est le stérol majeur de la membrane lipidique chez 

les champignons, induit l’alcalinisation du milieu de culture de suspensions cellulaires de tomate, 

alors que les stérols d’origine animale ou végétale n’ont aucun effet (Granado et al., 1995). Enfin, 

les syringolides, éliciteurs race-spécifique générés par la bactérie Pseudomonas. syringae pv. tomato 

portant le gène AvrD, induisent une RH chez les cultivars de soja portant le gène Rpg4 (Midland 

et al., 1993). 

Les éliciteurs protéiques et glycoprotéiques sont capables d’induire une RH au même titre 

que les éliciteurs race-spécifiques, d’autres induisent seulement des réponses de défense sans mort 

cellulaire. On distingue ainsi des peptides correspondant à des domaines de la flagelline des 

eubactéries (Felix et al., 1999), de protéine bactérienne PopA1 isolée de Ralostonia solanacearum 

(Arlat et al., 1994) ou des harpines (Bauer et al., 1995) et des élicitines (Ricci et al., 1989). 

Comme on peut le constater, il existe une grande diversité au sein des molécules 

susceptibles d’être reconnues par la plante mais aussi une grande diversité dans la spécificité de la 

perception. La perception des éliciteurs implique parfois une certaine spécificité, puisque certains 

éliciteurs ne sont actifs que sur une gamme donnée d’espèces végétales. Cependant, la plupart de 

ces molécules sont capables d’activer des mécanismes de signalisation et de défense communs. Il 

semble dès lors que les étapes de transduction de signaux et l’expression de réponses de défense 

en aval des événements de reconnaissance impliquent des mécanismes très conservés chez les 

plantes. Des études ont permis une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires de la 

transduction du signal intracellulaire aboutissant à l’activation des réponses de défense et de la 

mort cellulaire. Le modèle le plus fréquent repose sur l’affinité d’éliciteurs pour des récepteurs 

membranaires à l’origine d’une cascade d’événements qui va conduire à l’induction de 

l’expression de gènes de défense (Yang et al., 1997). 
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Figure 3 : La reconnaissance par les « PAMPs », 
(Pathogenesis-associated Molecular Patterns) 

TF :  Transcription factors :  E : Effector 
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De nombreux éliciteurs exogènes appartiennent à la catégorie des PAMPs (Pathogen Associated 

Molecular Pattern) (Figure 3) (Nurnberger et al., 2004). Ce sont des molécules de l’agent 

pathogène indispensables à son mode de vie et très conservées d’une espèce à l’autre et qui 

n’existent pas chez la plante. La reconnaissance de ces «PAMPs» fait intervenir des récepteurs 

spécifiques nommés PRR pour (Pattern Recognition Receptors) au niveau de la surface cellulaire, 

et engendre la génération de signaux qui induisent un mécanisme nommé PTI (Pathogen-

Triggered Immunity) (Boller and He, 2009 ; Jones et Dangl, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.  La reconnaissance spécifique repose sur le modèle « gène pour gène » 
Dans certains cas de maladies microbiennes, la résistance est spécifiée par la présence chez 

la plante d’un gène de résistance (R) dominant auquel correspond chez le pathogène un gène 

d’avirulence (Avr) également dominant. Cette relation est appelée « gène pour gène » (Figure 4). 

L’existence des gènes d’avirulence a été découverte à l’issue d’une étude sur l’interaction entre le 

lin et Melampsora lini (Flor, 1942). Flor définit ainsi cette base génétique de la spécificité entre 

pathogène et hôte. Plusieurs modèles ont été proposés pour donner une interprétation 

physiologique de la reconnaissance « gène à gène ». Parmi eux le modèle ligand/récepteur qui 

postule que le produit du gène d’avirulence (Avr) joue le rôle de ligand spécifiquement reconnu 

Figure 4 : la théorie gène pour gène 
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par un récepteur codé par le gène de résistance (R). Il a été validé par des preuves biochimiques et 

moléculaires (Keen, 1992 ; Cook, 1998) à l’aide du système double-hybride dans la levure pour 

deux couples Avr/R. Il s’agit de l’interaction entre Avr Pto/Pto chez la tomate (Scofied et al., 

1996 ; Tang et al., 1996 ; Sessa et Martin, 2000) et Avr pita/pita chez le riz (Bryan et al., 1999). 

L’autre modèle proposé est dit «modèle de garde», où la reconnaissance implique la présence de 

protéines R dites de « garde » et d’une protéine cible reconnue par la protéine Avr. L’interaction 

protéine Avr-protéine cible induit des modifications de la protéine cible qui sont perçues par la 

protéine R de garde pour déclencher les mécanismes de la HR (Jones et Dangl, 2006.) (Figure 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.1. Les gènes d’avirulence (Avr) 
De nombreux gènes d'avirulence ont été clonés chez les virus, les bactéries et les 

champignons (De Wit, 1997). La plupart des protéines Avr sont en fait des facteurs de virulence 

requis pour développer la maladie lorsque la plante ne possède pas les récepteurs nécessaires à la 

reconnaissance spécifique de l’agent pathogène (Kjemtrup et al., 2000). Cependant, chez des 

plantes résistantes, ces effecteurs sont reconnus par des protéines R et vont déclencher les 

mécanismes de la RH (Ellis et al., 2000 ; Chisholm et al., 2006). L’expression de gènes Avr chez 

des hôtes sensibles peut également provoquer des symptômes de la maladie identiques à ceux 

induits par l’agent infectieux (Figure 6) (Kjemtrup et al., 2000). 

Figure 5: Modèle de garde 
A : Résistance par interaction directe 

B-1,2,3 : Résistance par interaction indirecte : le modèle de garde 
C: Protéine cible   P: protéine helper 

A 

B-2 
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Le premier gène d’avirulence bactérien isolé et cloné a été le gène AvrA de Pseudomonas 

syringae pv. glycinea race 6 (Staskawicz et al., 1984). Ce gène induit l’hypersensibilité dans les 

cultivars de soja, portant le gène de résistance Rpg2. Depuis, plus de trente gènes Avr ont été 

isolés, aussi bien lors d’interactions avec des virus qu’avec des agents fongiques ou bactériens 

(Leach et White, 1996) du genre Pseudomonas et Xanthomonas (De Wit, 1992 ; Dangl, 1994 ; Bonas 

et Van den Ackerveken, 1997). Mais la fonction biologique de ces gènes n’est pas déterminée 

pour la plupart des agents pathogènes (Mansfield, 1997). Les gènes Avr bactériens codent, dans la 

plupart des cas, pour des protéines solubles intracellulaires contrairement à celles codées par les 

gènes de champignons qui sont extracellulaires. D’une manière générale, les gènes Avr codent soit 

pour des produits ayant une activité élicitrice directe des réponses de défense (Leach et White, 

1996) tel le produit du gène Avr9 (un peptide nommé AVR9) isolé du champignon Cladosporium 

Figure 6 : Modèle concernant l’interaction entre les protéines 
(virulentes ou avirulentes) et la cellule végétale 

La protéine Avr est sécrétée dans la cellule végétale par un système de 
sécrétion de type III.  La HR est induite suite à la reconnaissance 

spécifique entre les protéine R et Avr. 
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fulvum sur tomate et les protéines de la capside du Virus de la Mosaïque du Tabac (VMT), soit 

pour des enzymes impliquées dans la synthèse de molécules  élicitrices, comme AvrD de Ps. 

syringae qui code une enzyme impliquée dans la synthèse de dérivés lipidiques, les syringolides, 

responsable de l’induction d’une RH sur certains cultivars de soja. Chez Ps. syringae, plus de 40 

effecteurs représentent des candidats pouvant être injectés dans les cellules des plantes hôtes 

(Alfano et Collmer, 2004). Les produits des deux gènes Avr4 et Avr9 induisent une RH dans des 

cultivars de tomate portant respectivement des gènes de résistance Cf-4 et Cf-9 (Hammond-

Kosack et al., 1996 ; May et al., 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chez les bactéries, le fonctionnement des gènes Avr dépend de celui des gènes hrp 

(hypersensitive reaction and pathogenicity). La particularité des produits de gènes Avr est de ne 

pas posséder de peptide signal et donc de ne pas être sécrétés par les bactéries qui utilisent le 

système de transport de protéines chez la plante leur permettant de transpercer la paroi cellulaire 

et d’injecter dans les cellules les protéines effectrices qui seront reconnues par des protéines R. Ce 

système codé par les gènes Hrp (Lindgren et al., 1986) est appelé système de sécrétion de type III 

(TTSS) (Figure 7), ou injectisome ; il a été mis en évidence chez Yersinia (Cornelis et Wolf-Watz, 

1997). En effet, il faut que les produits Avr pénètrent à l’intérieur de la cellule végétale pour 

induire une RH (Leach et White, 1996 ; Hutcheson, 1998). Des mutants hrp, possédant des gènes 

Avr fonctionnels, sont incapables de déclencher une RH dans des cultivars possédant les gènes de 

 

Figure 7 : représentation schématique du système de 
sécrétion de type III (TTSS) 
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résistance correspondants (Gopolan et He, 1996). Cette machinerie protéique complexe, présente 

chez les bactéries Gram négatif, permet l’injection de protéines effectrices à travers la membrane 

des cellules cibles eucaryotes, il est composé d’au moins 20 protéines (Buttner et Bonas, 2006). 

Certaines protéines Avr possèdent des séquences consensus d’adressage vers des compartiments 

cellulaires particuliers: membrane cytoplasmique ou noyau cellulaire. La destruction de ces motifs 

d’adressage annihile la fonction d’avirulence (White et al., 2000). 

1.2.2. Les gènes de résistance 

Depuis 1992, des gènes de résistance ont été clonés chez différentes espèces végétales 

(Annexe page 160). Cette avancée dans la compréhension des interactions plante/pathogène n’a 

été possible qu’après la généralisation des techniques de mutagenèse insertionnelle par 

transposons, en particulier par ceux du maïs, efficaces sur diverses espèces (maïs, tomate, tabac, 

lin, Arabidopsis) (Hammond-Kosack et Jones, 1997 ; Dinesh-Kumar et al., 1995). 

Le premier gène de résistance cloné a été le gène Hm1 du maïs. Il confère la résistance vis-

à-vis de Cochliobolus carbonum race 1. Hm1 code pour une réductase impliquée dans la 

détoxification de la toxine HC de C. carbonum (Johal et Briggs, 1992). En 1993, Martin et ses 

collaborateurs ont cloné le gène de résistance Pto de la tomate qui confère la résistance vis-à-vis 

des races de Ps. syringae pv. tomato portant le gène AvrPto. Le gène Pto code pour une sérine-

thréonine protéine kinase. La reconnaissance du ligand par le produit du gène Pto se traduirait par 

un signal secondaire de transduction (phosphorylation) activant les gènes de défense de la plante  

(Hammond-Kosack et Jones, 1997 ; Sessa et Martin, 2000). 

Bien que les gènes de résistance (R) aient été isolés de différentes plantes et interagissent 

avec des gènes Avr de bactéries, de champignons ou de virus, ils présentent des régions analogues 

comprenant des séquences répétées riches en leucine (LRR), à l’exception du gène Pto de la 

tomate (Bent, 1996 ; Hammond-Kosack et Jones, 1997 ; Hutcheson, 1998 ; Martin, 1999). Ces 

motifs sont communs aux protéines végétales ou animales impliquées dans les interactions 

protéine-protéine (récepteurs), et dans des mécanismes de transduction (phosphorylation) 

(Hammond-Kosack et Jones, 1997). D’autres caractéristiques structurales permettent ensuite de 

définir plusieurs sous-groupes (Figure 8). Il s’agit de la présence dans la protéine de sites de 

liaison à des nuléotides (NBS), de domaine « leucine zipper » (LZ), de domaines sérine / 

thréonine kinase – LRR-Kinase) et de domaines Toll/interleukine-1 (TIR). Par exemple, le 

domaine TIR, comme son nom l’indique, présente des homologies de séquence avec le domaine 

cytoplasmique de la protéine Toll de la drosophile et le récepteur de l’interleukine-1 (IL-R) de 

mammifère. Les produits de gènes R possédant ce domaine pourraient être à l’origine d’une 
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cascade de signaux intracellulaires similaire à celle décrite pour Toll et IL-R chez les animaux 

(Hammond-Kosack et Jones, 1997; Sessa et Martin, 2000 ; Martin, 1999). 

Les produits des gènes de résistance qui semblent être localisés dans le cytoplasme sont 

impliqués dans la reconnaissance de produits des gènes Avr viraux ou bactériens, dont l’activité 

nécessite une localisation intracellulaire (Hammond-Kosack et Jones, 1997) ou le seul membre de 

cette famille est le gène R Xa21 (Wang et al., 1998) qui code une protéine qui possède un domaine 

serine/thréonine kinase intracellulaire, confèrant la résistance à une trentaine de souches de 

Xanthomonas oryzae. A l’opposé, les produits des gènes R trans-membranaires possédant un 

domaine LRR extracellulaire confèrent la résistance à des champignons se développant dans 

l’apoplasme où ils libèrent leurs facteurs Avr. C’est par exemple des produits des gènes de 

résistance Cf2, Cf4, Cf5, Cf9 et des facteurs d’avirulence Avr2, Avr4, Avr5, Avr9 dans l’interaction 

tomate/ Cladosporium fulvum (Hammond-Kosack et Jones, 1997 ; van der Hoorn, 2005). Enfin, il 

apparaît aujourd’hui que le modèle gène pour gène requiert non seulement les déterminants R et 

Avr, mais également d’autres protéine-hôtes (Dixon et al., 2000) s’associant au binôme R/Avr 

pour activer la défense ; l’appellation « résistosome » a été proposée pour ce complexe protéique 

(Lahaye et Bonas, 2001).  

  

Figure 8 : Représentation schématique des classes majeures de 
protéines de résistance connues. 

(NBS: nucleotide-binding site; LRR: leucine-rich repeat; TIR: Toll-
interleukin-1 receptor; CC: coiled-coil; TM: transmembrane domain; 

PK: Protein Kinase; WRKY: WRKY domain; B-lectin: bulb-type 
mannose specific binding lectin domain) (d’apres Liu et al., 2007). 
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Le système de reconnaissance R/avr permet à la plante de reconnaître spécifiquement son 

agresseur et d’activer une cascade d’évènements qui vont lui permettre de résister. Dans le cas de 

l’interaction incompatible, les mécanismes de défense induits consécutivement à cette 

reconnaissance gène-gène vont conduire à la RH, une  mort cellulaire programmée destinée à 

bloquer le développement de l’agression parasitaire. 

 

2. La mort cellulaire hypersensible 

 Chez la plante, il existe un programme de mort cellulaire qui, inactivé dans les conditions 

normales, est induit sous l’effet d’une stimulation par un organisme pathogène. Elle a été décrite 

pour la première fois, il y a une centaine d’années, à partir d’observations réalisées sur le 

pathosystème blé-Puccinia dispersa (Ward, 1902). Le terme «Hypersensitive Reaction » est utilisé 

pour la première fois par Stakman (1915) pour dénoter la réponse de l’avoine, du seigle, du blé et 

l’orge à l’inoculation par le champignon Pu. graminis; il a observé une mort cellulaire rapide et 

anormale suite à l’attaque de certains cultivars par Pu. graminis. La mort cellulaire de type 

hypersensible se manifeste phénotypiquement par l’apparition de lésions nécrotiques localisées 

aux sites de pénétration de l’agent pathogène (Goodman et Novacky, 1994 ; Mur et al., 2008).

  La RH est un phénomène ubiquiste qui peut toucher tous les types de cellules ; elle joue 

un rôle important dans le développement et à la réponse au stress et permet l’élimination des 

cellules inutiles ou dangereuses pour l’organisme. Des travaux présentent des arguments qui 

suggèrent que la mort cellulaire de type hypersensible est génétiquement programmée (Greenberg 

et al., 1994 ; Greenberg, 1996, 1997 ; Morel et Dangl, 1997). La RH nécessite la transcription de 

gènes et la traduction de gènes spécifiques démontrant qu’elle résulte d’un processus actif 

contrôlé génétiquement, et pas nécessairement de dommages dûs à l’agent pathogène. 

L’expression de certains transgènes conduit, dans certains cas, à l’induction d’une mort cellulaire 

semblable à celle de la RH.  

 L’une des approches développées pour identifier des gènes impliqués dans le contrôle et 

l’exécution de la mort cellulaire associée à la HR est l’utilisation de mutants dont ceux présentant 

spontanément des lésions de type HR (LMM, pour Lesion-Mimic Mutants), (Dangl et al., 1996 ; 

Dietrich et al., 1994 ; Greenberg et al., 1994 ; Lorrain et al., 2003). Ces mutants présentent des 

phénotypes différents, selon la cinétique d’apparition des lésions et la couleur ou la taille des 

lésions. Deux classes de LMM ont été  identifiées, des mutants d’initiation et de propagation 

reposant sur l’idée que deux mécanismes différents sont impliqués dans la régulation de la mort 

cellulaire : un mécanisme contrôlant l’initiation de la mort cellulaire et un mécanisme régulant sa 

suppression. 
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L’identification des mutants lsd (lesion stimulating disease resistance response) (Dietrich et 

al., 1994) et des mutants acd (accelerated cell death) (Greenberg et al., 1994) d’A. thaliana, 

présentant spontanément des plages nécrotiques semblables à des RH sur toute la plante, milite 

en faveur de la présence d’une mort cellulaire génétiquement contrôlée. Chez ces mutants, il 

semblerait que l’étape de reconnaissance/stimulation ait été court-circuitée. Les réactions de 

défense sont déclenchées par une dérépression d’une étape ne dépendant que de la plante. Dès 

que cette étape est franchie, la suite du programme de mort cellulaire est enclenchée et les lésions 

apparaissent. Bien que la mort soit souvent une réponse de défense observée dans les interactions 

plante/microorganisme pathogène, son rôle dans la résistance n’est cependant pas encore très 

clair. D’autres mutants dnd1 (defense, no death) d’A. thaliana, ayant des flux de cations K+ et Ca2+ 

perturbés, sont incapables d’activer la mort cellulaire hypersensible (Clough et al., 2000). 

Cependant, ils sont toujours résistants à l’infection par une souche avirulente de Ps. syringae. En 

fait, ces mutants dnd1 possèdent un niveau très élevé d’AS et expriment de manière constitutive 

des protéines PR. L’expression du gène nahG dans ces mutants dnd1 entraîne la perte de la 

résistance vis-à-vis des souches virulentes ou avirulentes de Pseudomonas sans développer une mort 

cellulaire hypersensible. Ce travail montre que la mort cellulaire hypersensible n’est pas nécessaire 

au processus de résistance race/cultivar et suggère, en revanche, que l’expression des réponses de 

défense est suffisante pour que cette résistance s’établisse. Les travaux réalisés jusqu’à aujourd’hui 

sur le suicide cellulaire ont conclu qu’il existe des gènes dont la présence permet le contrôle de la 

vie et de la mort des cellules. Ces gènes permettent aux cellules de fabriquer des molécules qui 

interagissent entre elles. Parmi elles, des composés toxiques comme les ROS (Heath, 2000), ainsi 

que des nucléases et des cystéines ou sérine-protéases sont directement impliquées dans les 

mécanismes d’exécution du programme de mort cellulaire (Fukuda, 2000 ; Heath, 2000). 

L’apoptose de la cellule animale est une forme particulière de mort cellulaire programmée, 

distincte de la nécrose, au cours de laquelle une cascade d’événements se met en place dans les 

différents compartiments des cellules pour conduire à des changements structuraux 

caractéristiques (Kerr et al., 1972). Lors de l’apoptose, la membrane plasmique s’invagine, le 

noyau et le cytoplasme se condensent, des corps apoptotiques qui correspondent à des vésicules 

membranaires contenant des fragments d’acide nucléique se forment, l’ADN se segmente en 

fragments de grande taille d’environ 50 kb et/ou de petite taille correspondant à la zone 

internucléosomale (180 à 200 pb) dont l’extrémité 3’OH libre implique l’intervention d’une 

endonucléase (DNA laddering) (Heath, 1998 ; Greenberg, 1996, 1997 ; Drew et al., 2000). Une ou 

plusieurs de ces caractéristiques morphologiques apparaissent lors de la RH mise en place par la 

plante pour confiner l’agent pathogène à son site de pénétration. Ainsi, des protoplastes de 
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tomate traités par un éliciteur lipidique, l’acide arachidonique, qui permet de développer une RH, 

montrent une fragmentation de l’ADN en multiples éléments dont les extrémités sont 3’OH 

libres (Greenberg, 1997). De plus, sur des cultures cellulaires de soja ou sur des tissus d’A. 

thaliana, l’infection par des bactéries avirulentes entraîne l’apparition de fragments d’ADN de 

grande taille et de formes semblables à des corps apoptotiques (Levine et al., 1996). Une 

fragmentation de l’ADN nucléaire et l’induction d’endonucléases spécifiques ont aussi été 

observées dans les cellules de tabac au cours de la RH contre le VMT (Mittler et Lam, 1995). 

Ainsi, un clivage de l’ADN nucléaire en nucléosomes a été observé au cours de l’interaction 

incompatible entre la dolique et le champignon Uromyces vignae. Enfin, le traitement des plantes de 

pois par un éliciteur fongique ou par le cyanure de potassium (KCN) favorise la fragmentation de 

l’ADN (Greenberg, 1997). L’ensemble de ces observations montre que la mort cellulaire de type 

hypersensible chez les plantes présente certaines caractéristiques de l’apoptose chez les animaux. 

Il semble qu’il existe des mécanismes similaires qui pourraient gouverner le phénomène de mort 

cellulaire programmée chez les plantes et les animaux (Ameisen, 1999).  

De nombreuses données indiquent que les ROS participent à l’induction de la mort 

cellulaire tant chez la cellule végétale que chez la cellule animale (Breusegem et Dat, 2006). Des 

résultats montrent que les ROS sont impliquées dans la mort cellulaire hypersensible chez les 

végétaux (Zaninotto et al., 2006). Au cours de la RH induite sur des cultures cellulaires de soja 

infectées par une race avirulente de Ps. syringae, le taux de cellules mortes a fortement augmenté 

lorsque l’accumulation d’H2O2 est accrue en présence d’aminotriazole (un inhibiteur de catalase) 

(Levine et al., 1994). Ainsi, l’addition aux suspensions cellulaires de soja d’un inhibiteur des 

protéines kinases comme K252A et la staurosporine, bloque entièrement le choc oxydant induit 

par l’éliciteur Pmg, un glucan issu de champignon P. megasperma f. sp. glycinea, mais sans inhiber 

totalement la mort cellulaire induite par la bactérie avirulente (Levine et al., 1994). De plus, au 

cours de l’interaction tabac/VMT, la mort cellulaire de type hypersensible est fortement corrélée 

à une diminution de l’expression d’une ascorbate peroxydase, une enzyme impliquée dans la 

détoxication des ROS (Mittler et al., 1998). L’implication de ces ROS dans les réactions de 

défense et de mort cellulaire in vivo a été démontrée grâce à des mutants et des plantes 

transgéniques (Torres et al., 2006). Chez Arabidopsis, le gène lsd1 coderait pour une protéine en 

« doigt de zinc » fonctionnant comme un régulateur négatif de la mort cellulaire végétale (Dietrich 

et al., 1997). De manière intéressante, les mutants lsd1 sont incapables de détoxiquer O2
.- produit 

par des feuilles élicitées. L’infiltration de DPI (diphénylène iodonium) dans ces feuilles permet à 

nouveau de contrôler la progression de la RH (Jabs et al., 1996). Ces auteurs suggèrent que O2
.- 

serait l’élément nécessaire au développement de la RH et donc de la mort cellulaire. Ainsi, 
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l’expression d’un transgène codant pour une enzyme produisant H2O2 dans la pomme de terre, 

induit une résistance à différents microorganismes pathogènes (Wu et al., 1995). Par ailleurs, des 

plants de tabac n’exprimant plus la catalase Cat1 présentent des lésions nécrotiques de type RH 

(Chamnongpol et al., 1996). Chez les plantes, la mort cellulaire programmée semble donc être 

associée aux ROS (Montillet et al., 2005 ; Van Breusegem and Dat, 2006) aux fonctions variables 

avec les peroxysomes, les mitochondries et les chloroplastes comme organites sources. 

Chez les mammifères, des protéines de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) sont 

fortement impliquées dans la régulation de l’apoptose. La surexpression de Bcl-2 supprime 

complètement la peroxydation des lipides et protège des lymphocytes d’homme et de souris de 

l’apoptose induite par l’application des hydroperoxydes lipidiques ou du H2O2 (Sandstrom et al., 

1995 ; Hockenbery et al., 1993). L’expression d‘un activateur de l’apoptose (Mitochondria-targed 

Bax triggered cell death) chez le tabac induit des lésions semblables aux lésions RH (Jones, 2000). 

Chez les animaux, les cystéines protéases, encore nommées caspases, sont impliquées dans 

l’exécution de l’apoptose (Zhang et al., 2000).. En utilisant des oligopeptides synthétiques, 

«substrats» des caspases, et des inhibiteurs de caspases, des activités de type caspase ont pu être 

mises en évidence chez les plantes (Bozhkov et al., 2004).  Une activité de type caspase a été 

détectée au cours de la RH de tabac en réponse au VMT (del Pozo et Lam, 1998). Des recherches 

ont mis en évidence l’existence de deux familles présentant des activités de type caspase (Uren et 

al., 2000) : les paracaspases, présentes chez les animaux (Yu et Lenardo, 2003), et les 

métacaspases, présentes chez les plantes (Watanabe et Lam, 2005). L’utilisation des inhibiteurs 

spécifiques de caspases sur des cultures cellulaires de soja, montrent que l’utilisation des 

inhibiteurs de cystéine-protéases inhibe la mort cellulaire induite par l’application du H2O2 ou par 

une souche avirulente de Ps. syringae pv. glycinea (Solomon et al., 1999). L’ensemble de ces 

observations peut indiquer qu’il existe certaines similitudes entre l’apoptose chez les animaux et la 

mort cellulaire hypersensible chez les végétaux, même si le débat est loin d’être clos (Mur et al., 

2008). 

 

3. Transduction du signal intracellulaire 
En aval de la perception de l’agent pathogène ou de l’éliciteur via un récepteur potentiel, se 

mettent en place des étapes de signalisation intracellulaire extrêmement complexes (Figure 9). 

Cette cascade de transduction du signal conduisant à la RH est associée à des modifications 

biochimiques, cellulaires et moléculaires, et fait intervenir, entre-autres, des protéines G (GTP-

binding protein), des flux ioniques, des cascades de phosphorylation / déphosphorylation, des 



 

 

 

21 

formes réactives d’oxygène (ROS) et le monoxyde d’azote (NO). Dans cette introduction ne 

seront abordés que les mécanismes oxydatifs associés aux ROS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. 1. Les formes réactives de l’oxygène 

L’oxygène est à l’origine des ROS formées par sa réduction séquentielle. Ces ROS incluent 

principalement l’oxygène singulet (1O2), l’anion superoxyde (O2
°-), le peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) et le radical hydroxyle (OH°) (Figure 10). Dans la littérature, différents termes sont 

utilisés : Espèces Actives de l’oxygène (Active Oxygen Species, AOS), Espèces Réduites 

d’Oxygène (Reduced Oxygen Species, ROS) Intermédiaires Actifs d’Oxygène (Active Oxygen 

Intermediates, AOI), Oxygène Actif (Active Oxygen, AO), Intermédiaires Réactifs d’Oxygène 

(Reactive Oxygen Intermediates, ROI), ou encore Espèces Réactive d’Oxygène, (Reactive 

Oxygen Species, ROS). Toutes ces descriptions reflètent la complexité et les potentialités diverses 

de ces molécules. Pour désigner ces composés, nous utiliserons l’abréviation ROS ou le terme 

radicaux libres, bien qu’il ne s’agisse pas uniquement de radicaux du point de vue chimique. Les 

ROS sont produites en faible quantité au cours du métabolisme normal de tout organisme 

aérobie par le système de transport d’électrons tels les chloroplastes (photosynthèse) et les 

mitochondries (respiration) ou lors de processus enzymatiques (Del Rio et al., 1992 ; Asada, 

 
Figure 9 : Transduction du signal intracellulaire 
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1994 ; Allen, 1995). Elles sont utiles à l’organisme à doses modérées, mais toxiques à haute dose. 

L’organisme va alors se protéger par divers systèmes antioxydants enzymatiques (SOD, catalase, 

peroxydase, glutation transférase) ou non enzymatiques en produisant de l’acide ascorbique et/ou 

du glutation (Foyer, 1993). Dans ce sens, le rôle des glucosyltransférases a été récemment étudié 

(Chong et al., 1999). L’équilibre entre la production et l’élimination des ROS constitue le stress 

oxydant, très largement documenté dans les interactions plantes /pathogènes (Lamb et Dixon, 

1997 ; Low et Merida, 1996 ; Wojtaszek, 1997). Dans certaines circonstances particulières que 

nous détaillerons ultérieurement, ces formes très réactives s’accumulent et peuvent être à l’origine 

de nombreux évènements qui aboutissent à l’altération de l’architecture cellulaire, voire à la mort. 

Cet aspect néfaste fait cependant trop souvent oublier le rôle joué par les ROS dans la 

signalisation cellulaire (Bailey-Serres et Mittler, 2006 ; Parent et al., 2008). 

3.2. La réduction séquentielle de l’oxygène et les systèmes impliqués dans la 
production des ROS 

L’oxygène représente aujourd’hui 21% de l’atmosphère terrestre. Les végétaux 

chlorophylliens, terrestres ou aquatiques, assurent sa production à partir de la molécule d’eau, 

tous les organismes vivants utilisent cet oxygène dans un processus de production d’énergie au 

cours de la respiration. En effet, la formation de molécules hautement énergétiques comme 

l’ATP est fortement liée à une chaîne de transporteurs qui transfère des électrons de molécules 

biologiques réduites vers un accepteur final : l’oxygène. Pourtant, une réduction incomplète de 

l’oxygène moléculaire est possible L’oxygène moléculaire est relativement non toxique et non 

réactif, sa réduction séquentielle mono-électronique conduit à la formation des ROS (Figure 10). 

Les ROS, ou les radicaux libres, sont une forme particulière d’espèces chimiques (atomes ou 

molécules) qui possède un électron célibataire (ou non apparié). Le champ magnétique créé par sa 

rotation n’est donc pas compensé par la rotation en sens inverse d’un électron apparié. Cette 

propriété rend les radicaux libres aptes à réagir avec différentes molécules produisant de 

nouveaux radicaux libres de type peroxydasique extrêmement réactifs. Le radical hydroxyle est 

généré par une réaction non enzymatique, la réaction de Haber-Weiss, qui fait intervenir des 

métaux de transition tels que le Fe2+, Cu+. Les ROS sont produits par un grand nombre de 

mécanismes programmés par l’organisme à des fins de défense ou de signalisation. 
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(d’après Baker et Orlandi, 1995). 
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B : Equations chimiques associées aux ROS. 
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La production des ROS a été mise en évidence pour la première fois par Doke (1983a,b) lors de 

la RH sur des tissus de tubercule de pomme de terre infectés par une race incompatible de P. 

infestans. Depuis, de nombreuses études ont montré que les ROS sont induites par des agents 

pathogènes (Martinez et al., 1998 ; Mehdy, 1994 ; Wojtaszek, 1997 ; Simon-Plas et al., 1997) ainsi 

que par des éliciteurs de toute nature (Lamb et Dixon, 1997 ; May et al., 1996 ; Pugin et al., 1997). 

L’évolution de la cinétique de production de ROS après la mise en contact de cellules végétales 

avec un microorganisme pathogène est différente selon qu’il s’agisse d’une interaction compatible 

ou incompatible. Dans le cas de l’interaction compatible, une production transitoire de ROS peut 

avoir lieu quelques minutes après le contact des deux partenaires (appelée phase I) suivie d’une 

baisse irréversible. Dans le cas de l’interaction incompatible, deux phases ont été observées : une 

première phase identique à celle de l’interaction compatible est suivie quelques heures plus tard 

d’une deuxième phase de production de ROS (appelée phase II). La deuxième phase est 

caractéristique des situations incompatibles, elle coïncide avec un phénomène d’échange d’ions à 

travers la membrane cytoplasmique notamment un efflux d’ions K+ et un influx d’ions H+ et 

conduit à la mort cellulaire quelques heures plus tard (Baker et al., 1993 ; Chandra et al., 1996b ; 

Levine et al., 1994 ; Keppler et al., 1989 ; Draper, 1997). La phase I de production de ROS est non 

spécifique. Par contre, la phase II nécessite l’action des gènes hrp dans la résistance non-hôte et 

l’action des gènes Avr dans la résistance spécifique race/cultivar (Glazener et al., 1996, Lamb et 

Dixon, 1997). Dans des suspensions cellulaires de tomate infectées par Ps. syringae pv. tomato, la 

phase II de production de ROS est induite uniquement lorsque Pto et AvrPto sont présents dans 

les organismes correspondants (Chandra et al., 1996b). La phase II du burst oxydatif semble donc 

reliée au phénomène de résistance.  

Plusieurs enzymes sont aptes à générer les ROS au cours des interactions 

plantes/pathogènes (Bolwell et Wojtaszek, 1997) soit en tant qu’intermédiaire dans une suite de 

réactions, soit en tant que produit final de réactions contrôlées par les NAD(P)H-oxydases, 

glucose oxydases, oxalate oxydases ou certaines peroxydases. Au cours des dernières années, de 

nombreux travaux ont montré l’activation du complexe de la NAD(P)H oxydase capable 

d’utiliser de l’oxygène moléculaire pour produire de grandes quantités d’O2
°- au niveau de la 

membrane cytoplasmique des cellules végétales (Keller et al., 1998 ; Groom et al., 1996). Sur 

différents modèles, des protéines végétales sont reconnues par des anticorps dirigés soit contre 

des sous-unités régulatrices du complexe oxydase des neutrophiles humains comme p47phox (phox 

pour le terme de « phagocyte oxydase »), p67phox (Dwyer et al., 1996 ; Desikan et al., 1996) ou une 

petite protéine G (Rac 2) (Kieffer et al., 1997), soit contre une sous-unité constitutive de ce 

complexe (p22phox) (Levine et al., 1994). Les gènes codant pour des homologues à la sous-unité 
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gp91phox de NADPH oxydases de mammifères ont maintenant été clonés chez le riz et Arabidopsis 

(Groom et al., 1996 ; Keller et al., 1998). Ces résultats, ajoutés aux parentés immunologiques entre 

les systèmes d’oxydases dans les neutrophiles et les cellules de plantes, suggèrent une similarité 

entre les mammifères et les plantes dans les processus de défense contre les microorganismes 

pathogènes (Levine et al., 1994 ; Groom et al., 1996). L’inhibition de l’activité des NAD(P)H 

oxydases par un inhibiteur suicide des NAD(P)H oxydases de mammifères comme le (DPI) 

empêche la production des ROS après élicitation dans plusieurs systèmes végétaux (Bolwell et al., 

1998 ; Levine et al., 1994 ; Simon-Plas et al., 1997). Les ROS sont aussi produites par des 

peroxydases pariétales (Bolwell et Wojtaszek, 1997). Ainsi, des cotylédons de cotonniers infectés 

par une race incompatible de Xanthomonas campestris pv. malvacearum (Xcm) génèrent un burst 

oxydatif extracellulaire grâce à une NADH peroxydase cationique apoplastique (Martinez et al., 

1998). Cette observation est confortée parle fait qu’un gène de peroxydase de cotonnier, GhPod4, 

présente une transcription précoce et plus importante dans le cas c’une interaction incompatible 

(Delannoy et al., 2003, 2006). Cependant, sur des cellules de haricot, une partie de la production 

de H2O2 induite par un éliciteur issu de Colletotrichum lindemuthianum est inhibée par la présence de 

cyanure de potassium (KCN) alors que les NADPH oxydases sont insensibles à ce composé 

(Lamb et Dixon, 1997). Sur le même matériel végétal, il a été mis en évidence une peroxydase 

cationique de 46 KDa localisée dans la paroi des cellules capables de produire H2O2 (Bolwell et 

al., 1995). Il faut également signaler qu’il existe d’autres systèmes de production des ROS comme 

chez l’orge où une oxalate oxydase est responsable de la production de H2O2 (Wotjaszek, 1997). 

Enfin, une lipoxygénase a aussi été proposée comme producteur des ROS (Roy et al., 1994), mais 

il a été récemment mis en évidence que l’activation de cette enzyme est postérieure à la 

production des ROS (Rosahl, 1996). 

 

4. Transduction du signal intercellulaire 

L’un des évènements liés à la réaction hypersensible est la production de molécules qui 

serviraient de signaux pour activer les défenses des cellules voisines ou distantes de la zone 

d'infection. Cette notion de transduction du signal intercellulaire repose pour beaucoup sur des 

molécules « signal » comme les hormones tels l’acide salicylique (SA), l’éthylène, l’acide 

abscissique (ABA) ou l’acide jasmonique (JA) (Figure 11). Dans le cas de la LAR (Local Acquired 

Resistance) et de la SAR (Systemic Acquired Resistance) (Mur et al., 1996), le SA est un élément 

cléf de leur installation. Il a été proposé que les tissus concernés par la LAR pourraient être la 

zone de production des signaux nécessaires à l’établissement de la SAR (Dorey et al., 1997). Le 

JA, un octadécanoide de la famille des oxylipines, joue également un rôle déterminant dans la 
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résistance des plantes aux parasites. Dans cette partie de mon chapitre, je ne détaillerai que le rôle 

du JA et des interconnections avec les autre voies de signalisation. 

 

Figure 11 : Transduction du signal intercellulaire  
 Les hormones (AJ, AS, ET, et ABA) impliquées dans la régulation des 

processus liés à des stress biotiques et abiotiques 
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 4.1. L’acide jasmonique 
Cet acide 12-oxo phytodiénoique est un dérivé cyclique produit à partir de 13-(S)-

hydroperoxyde de l’acide linolénique (C18 :3) par l’action séquentielle de nombreuses enzymes. 

Ainsi, le 13 (S) hydroperoxyde lipidique produit à partir d’une activité 13-LOX est cyclisé avant 

de subir trois étapes de -oxydation pour diminuer la longueur de sa chaîne carbonée (Sembdner 

et Parthier, 1993 ; Simpson et Gardner, 1995 ; Leon et Sanchez-Serrano, 1999). Cette synthèse est 

analogue à celle observée chez l’animal, lors de la production des prostaglandines à partir de 

l’acide arachidonique (C20 :4). L’AJ est le produit final d’une des voies de synthèse des oxylipines, 

la voie des octadécanoïdes (Figure 12). 

L’AJ et son ester méthylé, le MeJA, une molécule volatile, ne sont pas seulement impliqués 

dans la croissance et le développement de la plante (Pauwels et al., 2009) mais également dans la 

signalisation aboutissant à des réponses de défense (Wasternack et Parthier, 1997 ; Kazan et 

Manners, 2008). Il a été montré que l’AJ s’accumule précocement au site d’infection du VMT 

chez le tabac (Kenton et al., 1999), après blessures chez le tomate (Creelman et al., 1992) ou après 

traitement des cultures cellulaires de soja et de tabac avec des éliciteurs (Gundlach et al., 1992 ; 

Rickauer et al., 1997). L’AJ et le MeJA interviennent dans l’expression locale et systémique 

d’inhibiteurs de protéases dans les feuilles de tomates en réponse à la blessure (Farmer et Ryan, 

1990). De plus, l’addition exogène de l’acide jasmonique se traduit par l’activation des gènes 

codant pour la PAL, la CHS chez des cultures cellulaires de soja et de tabac (Creelman et al., 

1992 ; Gundlach et al., 1992; Sharan et al., 1998), la production de peptides ou protéines 

antifongiques défensines chez Arabidopsis (Penninckx et al., 1996), l’expression d’une osmotine 

(PR-5) chez le tabac (Xu et al., 1994), la stimulation de LOX dans plusieurs systèmes végétaux 

(Avdiushko et al., 1995 ; Melan et al., 1993 ; Véronési et al., 1996 ; 1999 ; Rustérucci et al., 1999 ; 

Weichert et al., 1999 ; Schenk et al.,  2000) ou la production de H2O2 chez la tomate via d’une 

activité NADPH-oxydase (Orozco-Cardenas et Ryan, 1999 ; Orozco-Cardenas et al., 2001). Des 

mutants d’Arabidopsis qui ne pouvent pas accumuler l’AJ sont extrêmement sensibles à l’infection 

par un Pythium (Vijayan et al., 1998). L’application exogène d’AJ permet de réduire 

significativement cette sensibilité. L’AJ semble donc directement impliqué dans ce cas de défense 

chez Arabidopsis. Le pré-traitement des plants de pomme de terre par l’AJ augmente leur 

résistance vis-à-vis de P. infestans (Cohen et al., 1993). Récemment, une autre approche confirmant 

l’importance de l’AJ dans la résistance a consisté à produire l’AJ de manière constitutive chez 

Arabidopsis (Ellis et Turner, 2001). Ces plantes transgéniques présentent une résistance très 

efficace à des souches de mildiou. Le rôle de l’AJ et du MeJA comme molécule signal dans la 

défense semble toutefois dépendre de l’espèce végétale et de la nature des réponses étudiées. Par 

exemple, chez le riz, l’AJ ne semble pas nécessaire pour l’induction de gènes de protéines PR et 
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l’établissement d’une résistance locale (Schweizer et al., 1997). De plus, des tabacs transgéniques 

n’exprimant pas la WIP kinase n’accumulent pas d’AJ après blessures, alors qu’une surexpression 

de cette kinase induit une augmentation du taux endogène d’AJ (Seo et al., 1999). Ceci suggère 

qu’un mécanisme de phosphorylation est également impliqué dans la voie de signalisation de l’AJ 

lors de la blessure. 

Un modèle impliquant l’AJ et le MeJA dans les réponses à l’attaque par des insectes et des 

agents pathogènes a été proposé (Farmer et al., 1992 ; Farmer et Ryan, 1992). La blessure 

provoquée par un insecte herbivore ou l’infection par un micro-organisme conduirait à la 

production de molécules spécifiques, telles que la systémine ou des oligogalacturonides pariétaux 

qui activeraient une lipase. Cette lipase libérerait de la membrane plasmique de l’acide linolénique 

qui serait converti en AJ via des LOX. L’AJ stimulerait ensuite l’expression des gènes de défense. 

Des phospholipases sont effectivement activées après élicitation de suspensions cellulaires de soja 

(Chandra et al., 1996a) ou de tabac (Roy et al., 1995), et après blessures chez Arabidopsis (Wang et 

al., 2000). Une enzyme avec une activité phospholipase A2 a été isolée chez le tabac infecté par le 

VMT (Dhont et al., 2000). Une forte stimulation de cette activité phospholipase précède une 

augmentation des quantités d’AJ. Chez Arabidopsis un gène codant pour une JMT (S-adenosyl-L-

methionine : jasmonic acid carboxyl methyltransferase, enzyme qui catalyse la transformation de 

l’AJ en MeJA) a été isolé (Seo et al., 2001). Cette étude montre, en utilisant des plants 

transgéniques d’Arabidopsis surproduisant du MeJA, que la JMT joue un rôle essentiel dans la 

régulation des réponses spécifiques aux microorganismes. Ces plantes montrent une résistance 

très efficace vis-à-vis des souches virulentes de B. cinerea. Ce travail suggère que l’activation de 

l’expression de JMT conduit à la production de MeJA qui réagit comme régulateur intra- et inter-

cellulaire, et comme messager volatile assurant la communication intra- et inter-plantes. 

Le développement de mutants coi (coronative insensitive1) chez Arabidopsis, qui présentent des 

déficiences de certains mécanismes jasmonate-dépendants, jar1 (jasmonate resistant 1) et jin1 

(jasmonate insensitive1) a permis de lever un voile partiel sur la complexité de la voie de l’AJ. Les 

récepteurs cellulaires de l’AJ et de ses dérivés sont en fait très diversifiés traduisant le potentiel de 

réponse des plantes à différents stimuli endogènes ou exogènes. La voie de signalisation de l’AJ 

se distingue aussi par son aptitude à s’autoréguler ; les gènes de la voie de biosynthèse de l’AJ 

peuvent ainsi être activés par les JAs, suggérant un rétrocontrôle positif impliquant, entre autres, 

les canaux calciques (Bonaventure et al., 2007). Malgré les progrès récents quant à la fonction de 

l’AJ dans la résistance des plantes aux agressions parasitaires, la connaissance des fondements 

moléculaires des mécanismes de régulation que contrôle cette molécule demeure encore très 

fragmentaire et constitue un terrain d’investigations très fertile (Katsir et al., 2008). Dans cette 
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optique, l’analyse des mutants jaz (jasmonate ZIM domain : domaines codant des protéines qui 

répriment l’expression des gènes sensibles à l’AJ) permettra d’améliorer la compréhension du rôle 

de l’AJ. 

Figure 12: Représentation schématique de la voie des octadécanoides 
conduisant à la synthèsede l’AJ. L’expression des gènes codant les enzymes 
surlignées en noir sont régulées par l’AJ chez Arabidopsis.  
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 4.2. Interconnexion des différentes voies de signalisation 
Dans son écosystème de prédilection, une plante est sujette à des contraintes biotiques et 

abiotiques simultanées. Soumise à des attaques multiples, elle devra actionner l’ensemble des 

leviers à sa disposition pour optimiser ses stratégies de défense à un moindre coût en favorisant la 

communication entre les voies hormonales (crosstalk) (Figure 13). Les approches 

pharmacologiques et l’utilisation des différents mutants ont révélé la multiplicité et la diversité des 

interconnections entre les voies de transduction du signal, traduisant les capacités adaptatives 

puissantes de la plante à un environnement hostile.  

 

Figure 13 : Interactions hormonales suite à 
un stress biotique ou infection par une 

bactérie non pathogène 
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 4.2.1.  Phénomène de potentialisation 

Le phénomène de potentialisation est un exemple de coopération dans les systèmes de 

signalisation impliqués dans la réposne aux stress biotiques et abiotiques (Beckers et Conrath, 

2007). Il y a potentialisation lorsqu’un ou plusieurs signaux affectent positivement (en cinétique et 

en magnitude) l’expression de réponses de défense induite par un signal primaire. Par exemple, 

l’éthylène potentialise l’induction par l’AS de l’expression du gène PR-1 chez Arabidopsis (Lawton 

et al., 1994). De nombreux travaux ont montré que l’AS lui-même joue un rôle dans la 

pontentialisation de réponses de défense après élicitation (Kauss et Jeblick, 1995 ; Mur et al., 

1996). Chez le soja, de très faibles concentrations en AS stimulent l’expression de gènes de 

défense (PAL et gluthation-S-transférase), l’accumulation de H2O2 et la mort cellulaire après 

infection par la bactérie avirulente Ps. syringae pv. glycinea (Shirasu et al., 1997). Ces concentrations 

en AS sont cependant trop faibles pour induire seules ces réponses de défense. Chez le persil, 

l’AS à faible concentration aurait un rôle dans la potentialisation de certaines réponses de défense 

et dans l’induction directe d’autres gènes de défense comme certaines peroxydases (Thulke et 

Conrath, 1998). Toujours chez le persil, des effets du BTH seraient très similaires (Katz et al., 

1998). 

4.2.2. Relations entre l’acide salicylique, l’acide jasmonique, l’éthylène et l’acide 
abscissique 

Il apparaît clairement aujourd’hui que les voies de signalisation peuvent être inter-reliées 

(Bostock, 1999 ; Dong, 1998 ; Glazebrook, 1999 ; Reymond et Farmer, 1998). Une analyse en 

microarray a cependant révélé  que ces hormones ont peu de gènes cibles en commun, du moins 

au cours de la croissance chez Arabidopsis (Nemhauser et al., 2006). Dans certains cas, les signaux 

agissent par antagonisme ou synergisme (Koorneef et Pieterse, 2008). Par exemple, l’AS bloque la 

biosynthèse de l’AJ chez la tomate (Doares et al., 1995 ; Pena-Cortes et al., 1993) ou contrôle 

négativement l’expression de gènes régulés par l’AJ (Doares et al., 1995 ; Gupta et al., 2000) et par 

l’éthylène (Gu et al., 2000). Inversement, il peut y avoir également inhibition de l’action d’AS par 

l’AJ (Bostock, 1999 ; Sano et Ohashi, 1995). Dans d’autres cas, les signaux agissent en synergie 

pour activer des réponses de défense. Par exemple, dans des plantules de tabac, l’induction de 

l’expression des gènes PR-1 et PR-5 est plus importante lorsque du MeJA et de l’éthylène sont 

appliqués en combinaison (Xu et al., 1994). Dans certains pathosystèmes, le contrôle négatif de la 

voie de l’AJ passe par celle de l’AS via la protéine NPR1 cytosolique ; une mutation du gène 

NPR1va activer la voie de l’AJ qui contrôle ses propres gènes de synthèse. En revanche, lors 

d’une attaque d’herbivore, NPR1 va inhiber la voie de l’AS pour permettre l’activation de celle de 

l’AJ et stimuler les réactions de défenses spécifiques de ce traumatisme mécanique. NRP1 est 
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donc une protéine majeure dans la communication entre les voies de l’AS et de l’AJ, tout 

particulièrement pour son adaptation à la biologie du parasite (biotrophe versus nécrotrophe) 

(Speol et al., 2007). Les mutants coi1 d’Arabidopsis sont altérés dans l’induction de certains 

mécanismes liés à l’AJ mais surexpriment ceux dépendants de l’AS, avec une meilleure résistance 

aux souches virulentes de Pseudomonas syringae (Fey et al., 1994).  

Chez Arabidopsis, l’expression d’une défensine nécessite à la fois l’action de l’éthylène et de 

l’AJ, mais est indépendante d’AS (Dong, 1998 ; Penninckx et al., 1996, 1998). 

On distingue ainsi des sous-groupes de gènes qui sont induits au cours d’une interaction 

plante /agent pathogène mais ne sont pas régulés par les mêmes signaux. Ainsi, lors de 

l’interaction entre le tabac et le VMT, il y a au niveau de la feuille supérieure une induction 

indépendante d’AS de l’expression de certains gènes de défense SIS (SA-Independent, 

Systemically induced genes) au sein desquels l’induction de certains est régulée indépendamment 

de l’éthylène (Guo et al., 2000). Lors de l’infection d’A. thaliana par Erwinia. carotovora, l’expression 

de certains gènes est contrôlée par l’AJ et l’éthylène, alors que d’autres sont régulés par l’AJ 

(Norman-Setterblad et al., 2000). Dans cette interaction, l’AS ne semble pas jouer un rôle majeur 

bien qu’il puisse induire de manière synergique les gènes contrôlés par l’AJ et l’éthylène et 

réprimer les gènes régulés par l’AJ seul.  

Les relations entre l’AS et l’ET sont par contre plus obscures ; des analyses de microarrays 

suggèrent une action potentialisatrice de l’ET sur l’induction du gène PR1 dépendant de l’AS, 

alors qu’une approche génétique démontre l’inverse. Ces techniques ont également révélé un effet 

synergique entre les voies de l’AJ et celle de l’ET dans l’induction d’un nombre de gènes de 

défense dans plusieurs pathosystèmes (Schenk et al., 2000), avec une action inductrice très forte 

pour l’ET. Chez le cotonnier infecté par Xanthomonas, la transcription du gène GhLOX1 codant 

une 9-lipoxygénase est fortement induite par l’action combinée de ces deux hormones 

(Champion et al., résultats non publiés). 

Récemment apparu sur la scène de la résistance, l’ABA interagit également avec les autres 

voies de signalisation. Cette molécule semble affecter la synthèse d’AJ lors de l’activation des 

défenses contre le champignon Pythium irregulare en intervenant en amont de ce dernier (Adie et 

al., 2007). En effet, les voies de l’AJ et de l’ET sont stimulées dans des mutants déficients en 

ABA, alors qu’un traitement de plantes avec l’ABA exogène réduit la transcription de gènes 

dépendants de l’AJ et de l’ET (Flors et al., 2008). Ces auteurs ont également montré que chez 

Arabidopsis, le champignon nécrotrophe Alternaria brassicicola inhibe la synthèse d’ABA. Dans ce 

pathosystème, le gène de la callose synthase pmr4, sous contrôle de l’ABA, inhibe la voie de l’AS 

et permet ainsi à celle de l’AJ de contribuer la résistance à ce champignon. Un traitement par 
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l’acide a-aminobutyrique, inducteur de résistance, mime l’effet de l’ABA en augmentant la 

résistance. Dans le mutant d’Arabidopsis affecté dans l’expression de pmr4, l’AS dont l’inhibition 

de la voie est ainsi levée régule négativement la voie de l’AJ pour déclencher le processus de 

sensibilité à ce parasite. Cet exemple illustre la complexité des relations entre l’AJ, l’AS et l’ABA  

et traduit l’imbroglio de la communication entre ces voies de signalisation dans lesquelles le rôle 

des ROS n’est pas à sous-estimer (Kwak et al., 2006). 

A la lumière de la courte analyse que je viens de faire sur la résistance spécifique des plantes 

aux bioagresseurs, je retiendrai deux domaines qui vont conditionner la suite de mon 

introduction :  

- celui des réactions oxydatives : la mort cellulaire programmée pourrait être sous la 

dépendance de phénomènes d’oxydation responsables de lésions directes de macromolécules 

biologiques, 

- et celui des oxylipines : ce sont les produits d’oxydation des lipides polyinsaturées, dont le 

rôle dans l’exéction de la mort cellulaire programmée est fortement soupçonné (Montillet et al., 

2005). 

 

B. Les phénomènes de peroxydation des lipides dans la mort cellulaire. 

Les réactions peroxydatives sont responsables de lésions directes sur les molécules 

biologiques tels les acides nucléiques, les protéines et les lipides qu’ils sont susceptibles de 

dégrader notamment lors de la peroxydation des lipides, l’exemple le plus connu de ces réactions  

(Wardman, 1993 ; Rice-Evans et al., 1991) 

L’oxydation des lipides alimentaires est connue depuis longtemps : modification de l’odeur, 

du goût et des qualités nutritives des aliments. Les lipides des organismes vivants sont 

particulièrement sensibles à l’oxydation, notamment ceux formés d’acides gras polyinsaturés 

(comme l’acide linoléique, l’acide linolénique et l’acide arachidonique) dans les membranes 

cellulaires. La peroxydation des lipides est un mécanisme de dégradation qui correspond à 

l’introduction d’oxygène moléculaire dans des acides gras polyinsaturés (APGI). Ce phénomène 

est dû, soit à une réaction non enzymatique (auto-oxydation) initiée par les formes les plus 

réactives d’oxygène (Winston, 1990), soit à une réaction enzymatique catalysée par des 

lipoxygénases ou des cycloxygénases (Brash, 1999). L’oxygénation s’opère sur le carbone central 

d’une structure de type 1,4 pentadiényle (-CH=CH-CH2-CH=CH-). La peroxydation des lipides 

commence par le départ d’un atome d’hydrogène d’un AGPI, ce qui forme un radical lipidique 

qui se stabilise par réarrangement en un diène conjugué. L’addition d’une molécule d’oxygène 

forme un hydroperoxyde lipidique (Figure 14).  (Rice-Evans et al., 1991 ; Winston, 1990). De 
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nombreux produits sont générés lors de la peroxydation des lipides : diènes conjugués, 

peroxydes, aldéhydes, alcanes, dont la plupart sont cytotoxiques (Figure 15). La formation de 

dérivés d’oxydation dans les bicouches lipidiques, plus hydrophiles, entraîne des perturbations de 

la micro-architecture membranaire et altère les fonctions des enzymes et transporteurs 

membranaires. De plus, l’autocatalyse de la peroxydation des lipides peut aboutir à la formation 

de concentrations élevées en dérivés d’oxydation qui altèrent la perméabilité membranaire.  

Figure 14 : conversion de l’acide linoléique en 9-HPODE ou 13-
HPODE par l’action des lipoxygénases.  
La formation d’un radical lipidique fait intervenir l’arrachement par la LOX 
d’un proton du C11 du substrat C18 :2. Le radical lipidique se stabilise par 
réarrangement en un diène conjugué. L’insertion d’une molécule d’oxygène 
par l’action de la LOX sur le C9 ou C13 forme un 9-HPODE ou 13-HPODE, 
respectivement (Hornung et al., 1999). 
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Les molécules dérivées de ce mécanisme de peroxydation appartiennent à la famille des 

oxylipines définies comme des composés résultant d’une ou plusieurs étapes d’oxygénation d’un 

acide gras par une dioxygénase. Depuis peu, une définition plus large a été adoptée, considérant 

tous les AG oxygénés, qu’ils proviennent d’une réaction chimique ou enzymatique, comme des 

oxylipines (Farmer et al., 2003). Chez les plantes, les oxylipines sont principalement générées à 

partir de l’acide linoléique (18:2) et l’acide linolénique (18:3) alors que chez les animaux leur 

précurseur est l’acide arachidonique (20:4) (Figure 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La peroxydation des lipides tient une place privilégiée dans la RH. Elle est à l’origine de 

nombreux métabolites impliqués dans la réponse de défense de la plante. Certaines données de la 

littérature laissent supposer que ce métabolisme oxydatif pourrait également intervenir dans la 

phase d’exécution de la mort cellulaire hypersensible. Chez le tabac élicité, la mise en place du 

processus de peroxydation est par exemple corrélée au développement des symptômes 

hypersensibles (Rustérucci et al., 1999). L’infiltration d’hydroperoxydes d’acide gras et de certains 

de leurs dérivés au niveau de feuilles induit par ailleurs une mort cellulaire dont l’aspect rappelle 

celui de la mort hypersensible (Rustérucci et al., 1999). Une approche similaire conduite sur 

feuilles de cotonniers pré-traitées à l’AJ a généré un phénotype HR-like (Jalloul, 2002 ; Marmey et 

al., 2007). 

De nombreux chercheurs se sont attachés à comprendre par quels mécanismes chez les 

plantes s'exécutait la RH, la désorganisation des membranes plasmiques semble être un des 

événements les plus précoces (Freytag et al., 1994 ; Bestwick et al., 1995 ; Bennett et al., 1996). 

 Figure 16 : Principaux précurseurs des oxylipines chez les plantes et les animaux 
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Cette désorganisation des membranes a été associée avec la production massive 

d'hydroperoxydes d'acides gras polyinsaturés et la production de ROS (Rustérucci et al., 1996 ; 

Bestwick et al., 1997 ; van Ginkel et Sevanian, 1997). En effet, lorsque le burst oxydatif est bloqué 

par des inhibiteurs, une suppression de la peroxydation des lipides est observée (Jabs et al., 1996). 

Les ROS pourraient donc initier cette peroxydation, celle-ci s'entretenant par auto-oxydation, et 

ou induire des systèmes enzymatiques spécifiques comme les LOXs.  

 1. Auto-oxydation des lipides 

La peroxydation non enzymatique des lipides, également connue sous le nom 

d’autoxydation, touche essentiellement les acides gras insaturés membranaires. Cette autoxydation 

peut être initiée par toute molécule suffisamment réactive pour réaliser l’abstraction d’un 

hydrogène au niveau d’un groupe méthylène ; il s’agit autrement dit des radicaux centrés sur 

l’oxygène réactif, radicaux peroxydes (Montillet et al., 2004). La réactivité des ROS est très 

variable selon la nature du radical. Parmi les radicaux formés chez les êtres vivants, O2
-, tout 

comme NO, ne sont pas très réactifs mais constituent des radicaux précurseurs pouvant être 

activés en d’autres espèces plus réactives, dont la première est H2O2. C’est une forme non 

radicalaire de ROS, stable, qui possède un fort pouvoir oxydant mais qui, de façon spontanée, ne 

réagit que très faiblement avec les molécules organiques. Cette forme active d’oxygène peut 

diffuser librement à travers les membranes biologiques à l’inverse de O2
-. H2O2 est toxique pour 

les cellules car elle inactive certaines enzymes du cycle de Calvin, cycle qui intervient dans la 

fixation du carbone de l’air (Foyer, 1993). 

En présence de métaux de transition (Fe2+, Cu+), H2O2 se décompose en anion hydroxyl 

(OH-) et en radical hydroxyle (OH) selon la réaction de Fenton. Ainsi, la présence simultanée 

d’O2
-, de H2O2 et de métaux de transition permet la décomposition de H2O2 en OH et en O2 

selon la réaction d’Haber-Weiss. Le radical hydroxyle est extrêmement réactif, mais il ne peut pas 

diffuser de son site de production (Del Rio et al., 1992 ; Asada, 1994 ; Allen, 1995 ; Rice-Evans et 

al., 1991). Ce radical possède un électron non apparié, il capte facilement un électron pour revenir 

à un état stable, mais il produit de nouveaux radicaux libres de type peroxydasique, extrêmement 

réactifs, susceptibles d’entraîner, par des réactions en chaîne, de nouvelles espèces radicalaires, 

instables. L’exemple le plus connu de ces réactions est la peroxydation des lipides. 

Une fois initié, ce processus de peroxydation peut se propager en présence d’oxygène au 

sein des membranes. Cette réaction radicalaire en chaîne est facilitée par la proximité des AGPI 

dans les bicouches lipidiques. L’oxygène singulet (1O2), généré par photo-oxydation, peut 

également participer à la formation d’HPX membranaires par une réaction d’addition aux doubles 

liaisons des AG. Dans ce cas, la peroxydation ne pourra cependant pas se propager, car aucun 
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intermédiaire réactionnel radicalaire n’est formé (Montillet et al., 2004). Contrairement aux HPX 

d’origine enzymatique dont les énantiomères sont généralement chiraux, les isomères provenant 

d’une autoxydation existent sous forme d’un mélange racémique (concentration équivalente des 

énantiomères R et S). Les HPX d’origine non enzymatique sont continuellement produits chez 

les plantes saines et seraient soumis à un « turnover » important. Des travaux font également état 

d’une peroxydation dépendante des ROS dans le cadre de la RH (Göbel et al., 2003 ; Montillet et 

al., 2005). L’autoxydation s’accompagnant en général de la synthèse d’oxylipines par 

décomposition des HPX. Il est possible que ce phénomène d’oxydation contribue à l’exécution 

de la MCP chez les plantes par le biais de la déstabilisation ou de la dégradation des membranes 

cellulaires. D’autre part, on ne peut exclure que les oxylipines issues des HPX membranaires 

puissent oxyder, une fois libérées, les constituants cellulaires. Enfin, des composés tels que le 

malondialdéhyde (MDA) et les phytoprostanes pourraient encore jouer le rôle de signaux et 

participer ainsi à la mise en place de mécanismes de défense lors de la RH (Eckart et al., 2008). 

Dans les systèmes biologiques, la réaction d’auto oxydation comporte 3 étapes incluant 

l’initiation, la propagation et la terminaison (Figure 17). 

1.1 L’initiation  

Cette étape de la peroxydation des lipides est dépendante des radicaux libres centrés sur 

l’oxygène. Sous son état activé, l’oxygène peut soustraire l’atome d’hydrogène présent sur le 

carbone central d’une structure 1, 4-pentadiényle qui forme le motif bis-allylique élémentaire des 

AGPI. Seul le radical hydroxyle (OH) ou des  complexes « perferryl » sont capables d’initier la 

peroxydation des lipides par l’abstraction l’un atome d’hydrogène du groupe méthylène CH2. 

Le carbone radical se stabilise par réarrangement en un diène conjugué. 

OH + LH  L + OH- + H+ 

1.2 La propagation  

Le radical lipidique (L) qui résulte de l’abstraction de l’hydrogène allylique réagit 

rapidement avec une molécule d’oxygène pour donner naissance au radical peroxyle (LOO). Ce 

dernier peut réagir avec un AGPI adjacent, créant ainsi un hydroperoxyde lipidique (LOOH) et 

un nouveau radical alkyle (L’) capable à son tour de réagir avec une nouvelle molécule d’oxygène. 

Ce caractère auto-catalytique de la réaction en chaîne est renforcé par le fait que les 

hydroperoxydes lipidiques produits en présence de traces de fer forment des radicaux libres du 

type alkoxyle (LO) et peroxyle (LOO) selon les réactions suivantes : 

 LOOH + Fe2+-complexe  LO + Fe3+-complexe + OH- 

 LOOH + Fe3+-complexe  LOO + Fe2+-complexe +H+ 
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 LOOH + Fe3+-complexe  LOO + [Fe(IV)O]2+-complexe +H+ 

Ces nouveaux radicaux permettent alors de propager et d’amplifier le processus de 

peroxydation des lipides (Rice-Evans et al., 1991 ; Winston, 1990). 
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 1.3 La terminaison  

Ce processus radicalaire peut être arrêté grâce au piégeage des radicaux formés lors de 

l’étape de propagation par :  

- un autre radical lipidique : le produit non radicalaire issu de cette rencontre n’est plus 

capable d’initier et de propager le processus de peroxydation des lipides.  

- une molécule qui piège les radicaux libres : ce sont des molécules liposolubles capables de 

transformer des radicaux peroxyles et alkoxyles en peroxyde et alcool correspondant par le 

transfert d’un atome d’hydrogène. Ce dernier permet l’arrêt de la propagation des radicaux 

lipidiques au sein de la membrane.  Dans les cellules végétales et animales, le piège à radical le 

plus fréquemment mis en évidence est la vitamine E (-tocopherol). D’autres composés 

liposolubles comme le ß-carotène, les ubiquinols ou les polyphénols sont capables de piéger des 

radicaux libres lipidiques (Rice-Evans et al., 1991 ; Winston, 1990). 

 

 2. L’oxydation enzymatique des acides gras polyinsaturés 

Trois enzymes distinctes catalysent la formation d’hydroperoxydes (HPX) à partir des AG : 

les mono-oxygénases à cytochrome P450, les lipoxygénases (linoleate :oxygen oxydoréductase, 

EC 1.13.11.12 ; LOX) et les ơ- dioxygénases (ơ-DOX). Parmi celles-ci, seules les mono-

oxygénases n’interviendraient pas lors de la RH et seraient plutôt impliquées dans le métabolisme 

cellulaire basal, notamment dans la synthèse de cutine (Blée, 2002). 

 

2.1 Rôle du métabolisme des oxylipines dans la mort cellulaire hypersensible 

 
2.1.1 Métabolisme d’alpha-dioxygénation 
Les ơ-DOX sont des protéines héminiques catalysant, comme leur nom l’indique, la peroxydation 

des AG saturés et insaturés en position ơ. Elles sont actives sur des AG libres, mais certaines 

d’entre elles sont également capables de peroxyder des AG membranaires Chez les plantes 

supérieures, les ơ- HPX sont rapidement réduits en alcools par une réductase qui n’a pas encore 

été caractérisée. Il a été suggéré que les ơ-DOX pourraient assurer ce rôle (Blée, 2002). La 

première ơ-DOX a été identifiée chez le tabac élicité par la harpine. Cette enzyme a tout d’abord 

été nommée PIOX pour « pathogen-induced oxygenase » avant d’être rebaptisée ơ-DOX1. 

L’expression du gène ơ-DOX1 est significativement stimulée au cours des interactions 

compatibles et incompatibles, mais l’accumulation des transcrits est plus précoce et plus 

importante lors de la RH que lors de la maladie. Le génome d’A. thaliana contient deux gènes 

codant des ơ-DOX, notées ơ-DOX1 et 2. Cependant, seule l’ơ-DOX1 serait impliquée dans la 

RH. Même si les produits de la l’ơ-DOX1 n’ont pas été mis en évidence chez A. thaliana, la 
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preuve indirecte de l’existence d’un métabolisme d’ơ-dioxygénation opérant spécifiquement dans 

le cadre de la RH a été apportée via l’étude de plantes transgéniques affectées dans l’expression 

du gène codant la dioxygénase. Chez le tabac développant une RH, les produits majoritaires de 

l’ơ-DOX1 sont le 2-HOTE et son produit de dégradation, l’acide heptadécatriénoïque (ou 17:3). 

Le 2-HOTE ne possède pas d’activité anti-microbienne. Néanmoins, son infiltration conjointe 

avec la souche avirulente de la bactérie P. syringae pv. syringae conduit à une diminution importante 

de la nécrose hypersensible (Hamberg et al., 2003). En outre, la réduction de l’activité ơ-DOX 

chez l’arabette provoque une RH précoce associée à une plage nécrotique plus étendue alors que 

l’augmentation de cette activité enzymatique diminue l’intensité des symptômes hypersensibles et 

retarde leur apparition (Ponce de Léon et al., 2002). Ces auteurs ont donc proposé un rôle pour le 

2- HOTE dans le contrôle de la propagation de la MCP hypersensible. 

2.1.2 Peroxydation dépendante des lipoxygénases 
Activité lipoxygénase – Les LOX sont présentes chez les plantes, les animaux et les 

champignons (Maccarrone et al., 2001 ; Oliw, 2002). Elles constituent une famille d’oxygénases 

contentant un fer non héminique qui catalysent la dioxygénation regio- et stéréo-sélective des 

AGPI Le mécanisme de la réaction enzymatique des LOXs est similaire pour les diverses formes 

de LOX (Brash, 1999 ; Rosahl, 1996). Elles catalysent la formation d’hydroperoxydes par 

dioxygénation de la structure (1Z, 4Z)-pentadiènique des AGPI. Les LOX végétales contiennent 

un atome de fer non-héminique, qui initie la réaction de peroxydation en réalisant l’abstraction 

d’un hydrogène au niveau du groupe méthylène du pentadiène (Figure 14). Le fer non héminique 

joue le rôle de catalyseur dans cette réaction. Il est inactif sous sa forme Fe2+ (réduit) et actif sous 

la forme Fe3+. La réaction commence par la fixation de l’AGPI au site actif de l’enzyme qui 

contient le fer sous sa forme Fe3+. Le proton présent sur le carbone central de la structure 1Z, 4Z 

pentadiényle (-CH=CH-CH2-CH=CH-) des AGPI est arraché. Cette réaction produit un radical 

pentadiényle avec un électron non appareillé délocalisé et du Fe2+. Deux réarrangements sont 

possibles aboutissant à l’introduction d’oxygène moléculaire soit en [+2], soit en [-2] du site 

d’abstraction de l’hydrogène L’oxygène moléculaire réagit alors sur le radical pentadiènyle pour 

produire un radical peroxyle qui est réduit par l’électron du Fe2+. Il se forme donc un 

hydroperoxyde et un Fe3+ qui permet la restauration de l’activité de l’enzyme (Rosahl, 1996 ; 

Brash, 1999). 

La nature du réarrangement conditionne la régio-spécificité des LOX (Hornung et al., 

1999). Chez les plantes, les activités LOX sont classées en deux catégories (9 ou 13) suivant 

l’atome de carbone qu’elles peroxydent sur le substrat de référence qu’est l’acide linoléique en 

C18:2. Ces enzymes sont le plus souvent énantio-sélectives, si bien que les isomères 

majoritairement observés chez les plantes sont des 9(S)- et 13(S)-HPX (Figure 14), provenant de 
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la dioxygénation du 18:2 et 18:3. L’oxydation se fait donc par l’introduction d’O2 sur le carbone 

en position 9 (9-LOX) ou 13 (13-LOX) produisant alors respectivement des 9 ou 13 

hydroperoxydes  des AGPI en C18:2 et C18:3. Le rapport entre les 9 et les 13 hydroperoxydes, 

ainsi que les contraintes stéréosélectives, diffèrent selon la nature des lipoxygénases. Chez le soja, 

la LOX-1 produit surtout des 13-hydroperoxydes avec une configuration absolue de type S (90 % 

contre 10 % pour les 9-hydroperoxydes), alors que la LOX-2 produit autant d’hydroperoxydes en 

position 13 qu’en position 9 sans stéréosélectivité (Kato et al., 1992). Ainsi, des travaux ont 

montré que les conditions de pH et la concentration en oxygène jouent un rôle crucial dans la 

spécificité des LOXs (Grechkin, 1998). La LOX-1 de soja, à pH 6 produit 25% de 9-(S)-

hydroperoxydes contre 75% de 13-(S)-hydroperoxydes ; alors que plus de 90% de 13-(S)-

hydroperoxydes sont formés à pH 9. Aussi, dans des conditions de faible concentration en 

oxygène, cette LOX perd la regiospécificité et produit un mélange racémique de 9 et 13 

hydroperoxydes (Grechkin, 1998). Hornung et ces collaborateurs (1999) montrent élégamment 

que certaines chaînes latérales d’acides aminés de LOX jouent un rôle crucial en imposant la 

régiospécificité d’oxydation de l’AGPI. Par mutagenèse dirigée, ces auteurs ont montré que la 

transformation de 13-LOX de concombre en 9-LOX par remplacement de l’histidine 608 par la 

valine a modifié la charge et donc l’orientation de l’AGPI dans le site actif de l’enzyme (Figure 

18). 
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Figure 18 : Schéma représentant l’orientation de l’AGPI dans 
le site actif de la 13- et 9-LOX (Hornung et al., 1999). 
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Notons au passage que l’action d’une 9- ou 13-LOX sur le substrat en C16:3 conduira à la 

formation de 7(S)- ou 11(S)-HPX, respectivement (Montillet et al., 2004). De manière générale, 

les LOX agiraient préférentiellement sur des AGPI libres (Feussner et Wasternack, 2002). 

Néanmoins certaines d’entre elles comme la LOX de concombre associée au corps lipidiques ou 

encore la LOX1 de soja sont capables de peroxyder des AGPI estérifiés (Feussner et al., 1997, 

1998 ; Feussner et al., 2001). Enfin, les LOX peuvent également métaboliser leurs propres 

produits, les HPX, pour former des acides cétodièniques et cétotriéniques. Une voie enzymatique 

indépendante des LOX a cependant été mise en évidence pour la synthèse de cétodiènes, si bien 

que la nature exacte des mécanismes responsables de la production de ce type de composés in 

planta est incertaine. 

Chez les animaux, les hydroperoxydes provenant de l’action des LOXs sur l’acide 

arachidonique (C20:4) (Figure 16) sont convertis en eicosanoïdes (leucotriénes et lipoxines) par 

un mécanisme appelé «cascade de l’acide arachidonique ». Ces derniers jouent un rôle bio-

régulateur dans les processus physiologiques comme les réactions immunitaires et de défense 

(Brash, 1999). En comparaison, chez les végétaux, le rôle des lipoxygénases est supposé dans des 

processus physiologiques comme la sénescence, la germination et les réponses à des stress 

biotique ou abiotique (blessure et agression par des microorganismes pathogènes) (Feussner et al., 

2001 ; Grechkin, 1998 ; Rustérucci et al., 1999). 

Distribution et localisation des lipoxygénases – Elles ont été identifiées chez de nombreuses 

plantes telles que l’arabette, le tabac, le concombre, la pomme de terre, l’orge, la tomate, etc. Elles 

forment des familles multigéniques dont les différentes isoformes sont généralement spécifiques 

de certains tissus et peuvent être induites en réponse aux stress (blessure, agents pathogènes, 

stress oxydant, salin et hydrique) (Alami et al., 1999 ; Bostock et al., 1992 ; Maccarrone et al., 

2000). Elles sont localisées dans divers compartiments subcellulaires. Toutefois, la plupart d’entre 

elles sont solubles et situées dans le cytoplasme ou le chloroplaste (Feussner et Wasternack, 

2002). D’après ces auteurs, les 9-LOX serait exclusivement cytosoliques alors que les 13-LOX 

pourraient être retrouvées à la fois dans le stroma et le cytoplasme (Gao et al., 2008a). L’ensemble 

de ces données laisse donc présager des rôles physiologiques distincts suivants les isoformes. 

L’implication des LOX a été suggéré dans des processus tels que la sénescence (Rosahl, 1996), la 

germination (Feussner et al., 2001), la nodulation ou encore le développement du tubercule de 

pomme de terre (Kolomiets et al., 2001). 

Peroxydation des lipides et mort cellulaire hypersensible – L’induction de l’expression de gènes 

codant des 9-LOX a été mise en évidence sur différents pathosystèmes. Ainsi, l’expression des 

gènes POTLX-3 et AtLox1 était significativement stimulée durant les interactions compatibles et 
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incompatibles chez la pomme de terre et l’arabette, respectivement. Cette augmentation des 

niveaux de transcrits étaient plus précoces au cours de l’interaction incompatible que lors du 

développement de la maladie (Kolomiets et al., 2000). Chez la pomme de terre, l’accumulation des 

produits de POTLX-3 a de plus été mise en évidence lors de la RH. Des travaux conduits sur 

feuilles de tabac élicitées par la cryptogéine ont montré la mise en place d’un processus massif de 

peroxydation des lipides impliquant une 9(S)-LOX corrélée à l’apparition des symptômes 

nécrotiques (Rustérucci et al., 1999), à l’image de ce qui se passe chez le cotonnier résistant infecté 

par Xanthomonas campestris pv malvacearum (Jalloul et al., 2002). L’ensemble de ces résultats suggère 

que la peroxydation dépendante des 9-LOX pourrait jouer un rôle dans la RH. Les 9-HPX étant 

les précurseurs de nombreuses oxylipines dotées de propriétés antimicrobiennes, il est 

vraisemblable que ce métabolisme participe à la défense de la plante. Néanmoins, les travaux de 

Rancé et al. (1998) ont clairement établi, chez le tabac, que des lignées anti-sens présentant une 

altération sévère de l’expression du gène codant la 9-LOX étaient devenues sensibles à la race 

avirulente du champignon Phytophthora parasitica var. nicotianae. D’autre part, il a été démontré que 

l’infiltration d’HPX dans des feuilles de tabac, ainsi qu’un traitement de protoplastes de tomate 

par ces mêmes HPX, était capable d’induire une MCP (Rustérucci et al., 1999). Il semblerait donc 

que les 9-HPX et certains de leurs dérivés puissent participer à l’exécution de la mort 

hypersensible chez les plantes. Compte tenu de la réactivité des HPX, on peut aisément imaginer 

que ces derniers contribuent à l’oxydation des macromolécules cellulaires (ADN, protéines et 

lipides) lors de la mort cellulaire programmée hypersensible. En outre, il a été rapportée que les 9-

cétodiènes, qui sont synthétisés durant la RH chez l’arabette, sont des composés cytotoxiques 

(Vollenweider et al., 2000). Ces oxylipines pourraient donc, elles aussi, contribuer à la mort 

cellulaire, et cela selon un mécanisme qui pourrait être lié à leur nature électrophile. La 

peroxydation lipidique dépendant des 13-LOX a été, quant à elle, régulièrement associée aux 

réponses de défense accompagnant la mort cellulaire hypersensible, notamment au travers de la 

synthèse de jasmonate et d’oxylipines dotées de propriétés antimicrobienne. Jusqu’ici, à notre 

connaissance, aucune donnée de la littérature ne rattache les 13-HPX et/ou leurs dérivés à 

l’exécution de la MCP induite par les agents pathogènes. Même si les travaux de Göbel et al. 

(2003) montrent que, chez la pomme de terre, des 13-LOX peuvent compenser l’absence de 

POTLX-3 lors de la RH, cela suggère tout au plus que le processus de peroxydation est 

important pour le développement des symptômes, mais ne démontre pas le rôle d’une voie 

spécifique de la position 13 dans la phase ultime de la mort hypersensible. 
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2.1.3 Le rôle des lipasees 
 Les lipases sont des enzymes ubiquistes que l’on retrouve aussi bien chez les organismes 

inférieurs tels que les bactéries, champignons ou levures que chez les organismes supérieurs tels 

que les plantes et les animaux. Elles forment une famille hétérogène d’enzymes capables 

d’hydrolyser les triglycérides à longues chaînes d’acides gras en glycérol et en acides gras 

correspondants. Se sont des enzymes atypiques de par leur mécanisme d’action et leur spécificité 

de substrats. En fonction du micro-environnement de l’enzyme, elles peuvent agir en tant 

qu’hydrolases en milieu aqueux ou comme catalyseurs en synthèse organique (Fickers et al., 2008). 

Chez les plantes supérieures, les lipases interviennent dans la transduction du signal qui régule les 

mécanismes de défense contre des agents pathogènes. En effet, les oxylipines octadécanoïques 

telles que l’acide jasmonique sont synthétisées à partir d’acides gras, notamment l’acide 

linolénique, en présence de lipases membranaires (Farmer et Ryan, 1992 ; Stelmach et al., 2001 ; 

La Camera et al., 2004). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Les lipases végétales peuvent être classées en trois grands groupes présents dans divers 

tissus de la plante : les triacylglycérol hydrolases qui sont principalement présentes dans les 

graines, les phospholipases C et D et les constituants du dernier groupe, dénommés acyl-

hydrolases. Les lipid acyl-hydrolases (LAH) présentent peu de spécificité pour leur substrat ; elles 

sont incapables d’hydrolyser les triglycérides, mais elles peuvent catalyser certaines réactions de 

transestérification (Hills et Mukherjee, 1990). Les principales acyl-hydrolases sont les 

phospholipases A et B (PL A-B) (Figure 19), les glycolipases, les sulfolipases et les monoglycéride 
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Figure 19 : Différents sites de clivage des phospholipases 
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lipases (Fickers et al., 2008). L’une de ces LAH est une protéine de type patatine « patatine-like» : 

la PLA2 calcium-indédependante, (Holk et al. 2002 ; Ryu, 2004). Chez la pomme de terre, les 

patatines sont codées par une famille multigénique comptant 10 à 18 membres par génome 

haploïde, avec un fort pourcentage d’homologie entre-elles (Mignery et al.1988). Les PLA2 sont 

un groupe de protéines dont activité acyl-hydrolase n’est pas spécifique, libérant des groupes 

acyle de plusieurs types de lipides comprenant des phospholipides, des lysophospholipides, des 

galactolipides et des mono et diacylglycerols (Anderson et al., 2002). Elles sont de plus dotées 

d’une activité acyl-transférase et possèdent des propriétés inattendues telles que des propriétés 

anti-microbiennes (Sharma et al., 2004). 

 Plusieurs études ont suggéré l’implication des LAH dans la RH. A ce titre, trois gènes 

orthologues de patatine (NtPat1–3) sont rapidement induits dans des feuilles de tabac infectées 

par le VMT. Cet événement est suivi par l'augmentation de l’activité PLA2 concomitante à 

l’apparition de la RH (Dhondt et al., 2002). Cette induction a été suggérée pour initier la synthèse 

des signaux de défense dérivés d’acides gras en libérant des substrats à partir des lipides 

membranaires. Chez Arabidopsis, l'activité d'une patatine liée à la phosphatidylcholine libère les 

acides gras des positions sn-1 et sn-2 (Holk et al., 2002). Chez cette plante, il existe au moins 10 

gènes de patatine (PLA I-IV), dont l’un PLA IIA, est induit en réponse à divers stress biotique et 

abiotique (ABA, AS, le JA et ROS) (Narusaka et al., 2003). Il a été démontré que le 

fonctionnement des gènes de 9-lipoxygénase et de galactolipase est suffisant pour provoquer la 

mort cellulaire programmée pendant la RH chez le tabac. Les LAH fournissent les 9-LOXs en 

substrats issus de l’hydrolyse des galactolipides des enveloppes des chloroplastes. Chez le tabac, 

l’évolution concomitante des activités 9 LOX et galactolipase avec la peroxydation de lipides ont 

été révélée suite à un traitement à la cryptogéine et une inoculation par une souche avirulente de 

Ralstonia solanacearum (Cacas et al., 2005). Les résultats obtenus ont clairement précisé qu’une 

coexpression des gènes LOX et LAH dans la peroxydation des lipides était un important 

caractère de la RH du tabac. La confirmation du rôle de la PLP2 (patatine-like protein 2) dans 

l’éxécution de la mort cellulaire chez Arabidopsis infecté par Botrytis cinerea a été récemment 

apporté (La Camera et al., 2009). Enfin, chez le cotonnier, une étude biochimique et moléculaire a 

montré que l’expression du gène GhPat1 était stimulée pendant la réaction incompatible entre le 

cultivar Réba B50 et la race 18 de Xcm (Cacas et al., 2008). 

 Ces quelques données suggèrent que les LAH serait associées à l’oxydation des lipides en 

mobilisant les AGPI des membranes chloroplastiques, amorçant le processus de peroxydation 9-

LOX-dependant qui accompagne la RH chez le cotonnier.  
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2.1.4 Métabolisation enzymatique des hydroperoxydes d’acides gras 
Ces hydroperoxydes dérivés des acides linoléique et linolénique sont des molécules 

aliphatiques très réactives qui sont métabolisées rapidement en de nombreux produits de 

décomposition physiologiquement actifs (Rosahl, 1996 ; Blée et Joyard, 1996) rergoupés sous le 

générique d’oxylipines. Cette décomposition peut se réaliser sous l’effet de divers éléments 

physico-chimiques (traces de métaux, chaleur, UV) ou par divers systèmes enzymatiques 

(peroxygénase, hydroperoxyde lyase, allène oxyde synthase, divinyl ether synthase, LOX) 

(Esterbauer et al., 1991 ; Blée et Joyard, 1996 ; Feussner et al., 2001 ; Grechkin, 1998 ; Howe et 

Schmiller, 2002). Certains de ces produits ont été particulièrement étudiés en raison de leur rôle 

potentiel dans la transduction de certains signaux (acide jasmonique et 4- hydroxy alcénals) ou de 

la facilité avec laquelle ils peuvent être analysés (alcanes, aldéhydes) (Figure 15). Dans ce dernier 

cas, leur présence est retenue comme marqueur de la peroxydation des lipides. 

Voie de l’hydroperoxyde lyase : voie dans laquelle les hydroperoxydes sont transformés en 

aldéhyde de courte chaîne (C6 et C9) et en -oxo- (C12 et C9) des AGPI (Feussner et al., 2001).  

Voie de l’allène oxyde synthase : voie par laquelle l’allène oxyde synthase transforme le 13-(S)-

HPOTE en AJ, - et -cétols, les 9-(S)-HPOTE, 13-(S)-HPODE et 9-(S)-HPODE en - et -

cétols, mais pas en cyclopentanones (Feussner et al., 2001 ; Grechkin, 1998). L’acide jasmonique 

est la molécule finale ce dette voie encore connue comme la voie des octadécanoïdes. 

Voie de la peroxygénase: voie dans laquelle le transfert d’oxygène intramoléculaire convertit les 

hydroperoxydes des AGPI en epoxy- ou dihydrodiol (Feussner et al., 2001). 

Voie de la divinyl éther synthase : Dans cette voie, les hydroperoxydes des AGPI sont 

transformés en divinyl ether qui sont très cytotoxiques (Feussner et al., 2001). 

2.1.5 La voie des octadécanoïdes ou voie des 13-LOX 
Les jasmonates sont à ce jour les oxylipines qui ont été le plus étudiées (Kazan et Manners, 2008). 

Leur voie de biosynthèse est représentée (en rouge figure 20). Le précurseur du jasmonate (JA) 

ou acide (3R,7S)-jasmonique est l’acide linolénique (C 18:3) (Sembdner et Parthier, 1993). Cet 

acide gras est tout d’abord peroxydé par une 13-LOX plastidiale. Le 13-HPOTE issu de cette 

réaction subit ensuite une étape de déshydratation par une AOS du groupe CYP74A pour former 

l’allène oxyde correspondant ou acide 12,13-époxyoctadéca-(9Z,11E,15Z)-triénoique (12,13-

EOT). Cet époxyde étant instable, lorsqu’il n’est pas métabolisé par l’allène oxyde cyclase (AOC) 

en 12-OPDA (acide 12-oxo-(10Z,15Z)-phytodiénoique), il se décompose en ơ-cétol et ƣ-cétol. La 

cyclisation du 12,13-EOT est la dernière réaction se déroulant dans le chloroplaste. Le 12-OPDA 

est ensuite transporté dans le peroxysome avant d’y être réduit en OPC-8:0 (acide 3-oxo-2-(2’(Z)-

pentenyl)-cyclopentane-1-octanoïque) par l’OPDA réductase (Turner et al., 2002). La voie de 

biosynthèse du JA s’achève par trois étapes de Ƣ-oxydation. Enfin, le JA peut encore être méthylé 
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par une carboxyle méthyle-transférase ou JMT (Séo et al., 2001 ; Schaller et al., 2005). Le JA et sa 

forme méthylée (MJ) sont connus pour être produits en réponse à la blessure et à des stress 

mécaniques. Ils orchestrent la défense des plantes face aux insectes herbivores notamment via 

l’induction de la synthèse d’inhibiteurs de protéases à sérine (Farmer et Ryan, 1990 ; Royo et al., 

1999). Ces oxylipines jouent également un rôle dans la défense contre les micro-organismes 

pathogènes nécrotrophes et certains agents biotrophes (Turner et al., 2002). Ils induisent la 

synthèse de peptides et protéines antifongiques tels que les défensines et les thionines (Reymond 

et Farmer, 1998). L’application de JA sur différents végétaux active par ailleurs la production de 

métabolites secondaires aux propriétés antimicrobiennes comme les phytoalexines. L’OPDA, qui 

a longtemps été considéré comme un simple précurseur du JA, participerait lui aussi aux réponses 

de défense (Stintzi et al., 2001 ; Turner et al., 2002 ; Farmer et al., 2003). Il est également probable 

que cette hormone puisse réguler la propagation des symptômes nécrotiques lors de la RH 

(Kazan et Manners, 2008). Il a été proposé que l’effet du JA sur les lésions serait lié à une 

production moins importante d’EAO. Cependant, le mécanisme exact d’action du JA est loin 

d’être compris (Hoeberichts et Woltering, 2002).  

Figure 20 : Description des voies 9-LOX et 13-LOX. 
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 2.1.6 La voie des 9-LOX 
 Malgré les progrès considérables dans la mécanismes de défense liés aux oxylipines 

dérivées de 13-LOX, la fonction des 9-LOXs et de leurs métabolites est actuellement peu claire 

(Figure 20). Les 9-LOX catalysent l'incorporation de l'oxygène moléculaire dans les acides gras 

polyinsaturés (AGPIs) comme l'acide linoléique (LA) et l'acide linolénique (LeA) dans la position 

9 pour produire les 9-HPODE (acide hydroperoxyoctadécadiénoique) et les 9-HPOTE (acide 

hydroperoxyoctadécatriénoique) (Feussner et Wasternack 2002). Ces hydroperoxydes, instables et 

toxiques, sont ensuite transformés en molécules moins réactives (phyto-oxylipines), des 

molécules de défense ou de signalisation (Fammartino et al., 2007; Göbel et al., 2001, 2002, 2003). 

La synthèse de ces molécules fait intervenir la famille des CYP74 (Allène oxyde synthase (AOS), 

CYP74A, Hydroperoxyde lyase (HPL), CYP74B et C et Divinyl ester synthase (DES), CYP74D), 

des P450 atypiques fonctionnant sans apport d’oxygène et sans pouvoir réducteur. En fait, les 

CYP74 utilise les hydroperoxydes comme donneur d'oxygène et de substrats (Itoh  et  Howe, 

2001). 

 Des mutant ou des plantes transgéniques affectées dans la synthèse, la signalisation, ou la 

perception des oxylipines montrent des réponses modifiées aux agents pathogènes et, sur la base 

de ces phénotypes, des rôles de signalisation et antimicrobiens ont été suggérés pour plusieurs de 

ces oxylipines (Shah 2005 ; Prost et al., 2005 ; Weber et al., 1999). La voie 9-LOX peut être 

stimulée sous différentes conditions de stress. Plusieurs oxylipines 9-LOX-dépendantes, y 

compris les 9-HPO, 9-hydroxydes, acides colnéléiques (CA) ou colnéléniques (CnA), des 

trihydroxyoxylipines dérivées des (9-HPOD) et (9-HPOT), s'accumulent dans le tabac ou la 

pomme de terre en réponse aux traitements d'élicitor ou à l’infection par des agents pathogènes 

(Rustérucci et al., 1999; Weber et al., 1999; Gobel et al., 2001, 2002 ; Stumpe et al., 2001). La 

production de 9-HPO a en effet été mise en évidence chez le tabac élicité par la cryptogéine 

(Rustérucci et al., 1999) ainsi que chez le cotonnier et la pomme de terre développant une RH 

(Jalloul et al., 2002 ; Göbel et al., 2003). Le métabolisme de oxylipines de type (9S) LOX-

dépendant a été induit chez le tabac infecté par le VMT ou par une race avirulente de Ralstonia 

solanacearum ; ces hydroperoxydes se sont avérés suffisants pour initier la mort programmée de 

cellules et la RH (Montillet et al., 2002 ; Cacas et al., 2005). La présence de trihydroxy-acides gras, 

résultant de l’action d’une époxy-alcool synthase sur des 9- HPOD(T) E a été révélée dans des 

feuilles de pomme de terre et de tabac inoculées avec une souche bactérienne avirulente (Göbel et 

al., 2001 et 2002 ; Hamberg et al., 2003). La production de 9-HOT dans le système racinaire d’A. 

thaliana a également été démontré avec comme fonction possible de modifier les parois cellulaires 

et de bloquer la progression de parasites (Vellosillo et al., 2007). Chez le maïs, une 9-Lox serait à 

la fois impliquée dans la croissance racinaire et la résistance aux nématodes (Gao et al., 2008a). La 
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surexpression d’une 9-LOX dans le tabac a augmenté la résistance à Phytophthora parasitica. (Méne-

Saffrané et al., 2003) et l'expression d'un gène 9-LOX précède l’apparition de RH chez la pomme 

de terre infecté par P.  infestans (Kolomiets et al., 2000), suggérant le rôle important de 9-LOXs 

dans la défense en synthétisant des molécules antifongiques ou signaux contre le pathogènes. 

 Des oxylipines dérivées de la voie des 9-LOX, comme les 9-HPOD/Ts, 9-HOD/Ts, 9-

KOD, et 9- (9-KOT) ont des propriétés anti-fongiques et anti-oomycètes in vitro et une certaine 

activité antibactérienne comme dans le cas des oxylipines formées par la branche issue de 

l’activité HPL (Prost et al., 2005). Les HPL du groupe CYP74C catalysent la formation d’acide 9-

oxononanoïque et de 3(Z)-nonénal ou de (3Z, 6Z)-nonadiénal suivant que l’HPX métabolisés est 

issu des substrats 18:2 ou du 18:3, respectivement. Deux gènes codant des enzymes appartenant 

au groupe CYP74C ont été clonés chez le melon et le concombre et sont fortement spécifiques 

des 9-HPODE et 9-HPOTE, mais étaient également capables de cliver dans une moindre mesure 

des 13-HPX. Comme c’est le cas de l’hexénal, les aldéhydes à 9 atomes de carbone peuvent subir 

des conversions secondaires et sont dotées aussi de propriétés anti-microbiennes (Grechkin, 

1998). 

 La voie gouvernée par la DES qui a été détectée chez les Solanaceae transforme, chez les 

tubercules de pomme de terre, les 9-HPO d’acides gras en CA et CnA aux activités 

antimicrobiennes ou de défense contre P. infestans (Weber et al., 1999 ; La Camera et al. 2004 ; 

Shah 2005). D’autres études ont révélé que les CA et CnA peuvent empêcher la germination des 

zoospores de P. parasitica var. nicotianae in vitro, indiquant qu’ils peuvent être de bons candidats 

dans la défense (Prost et al, 2005). Dans le tabac, NtDES1 (9-DES) et NtLOX1 (9-LOX) agissent 

ensemble et forment des divinyl ether en réponse à P. parasitica var. nicotianae. Il s'avère ainsi que la 

voie 9-LOX/9-DES est fortement induite chez les solanacées en réponse aux agents pathogènes, 

notamment oomycètes, confirmant la contribution in vivo des oxylipines dérivées des 9-LOX dans 

la résistance et leur rôle potentiel de phytoalexines (Fammartino et al., 2007). 

 Des études in vitro ont établi que la branche AOS de la voie 9-LOX dirigeait la production 

de ƣ-cétol et d’acide 10-oxo-phytodiénoïque ou 10-OPDA (Stumpe et al., 2006). Le premier gène 

codant une AOS appartenant au groupe CYP74C a été identifié chez la tomate. Ce dernier a été 

cloné et la protéine recombinante produite chez E. coli. Cette enzyme était capable de métaboliser 

les 13- et 9- HPOD (T) E était environ 10 fois plus active sur les isomères 9 que sur les isomères 

13. La caractérisation des produits de la réaction a confirmé les données précédemment acquises. 

Enfin, une étude génétique effectuée chez la pomme de terre a suggéré que le 10-OPDA 

régulerait le développement du tubercule (Kolomiets et al., 2001). Afin de déterminer le rôle des 

9-AOS, il semble important de mettre en évidence l’accumulation de ces produits in planta. 
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 Prises ensemble, ces données fournissent une bonne base pour un rôle spécifique de 9-

LOXs et de leurs dérivés comme facteurs de résistance. 

2.2 Hypothèse sur le rôle des oxylipines électrophiles dans la mort cellulaire 
hypersensible 

 Parmi les oxylipines issues des voies 9- et 13-LOX et du processus d’autoxydation, 

certaines possèdent un groupement carbonyle ơ,Ƣ-insaturé et répondent de ce fait à la définition 

des RES (Reactive electrophile species) (Alméras et al., 2003). Outre le fait que les RES sont 

toutes potentiellement capables d’induire l’expression de gènes de défense, ces composés 

électrophiles en raison de leur structure chimique peuvent également former des adduits de 

Michael avec d’autres molécules (Alméras et al., 2003). Bien qu’aucune preuve expérimentale de 

l’existence des adduits de Michael n’ait été apportée chez les végétaux, il n’est pas interdit 

d’envisager que de tels conjugués soient formés lors de la RH. 

 

C. Les interactions cotonnier - Xanthomonas campestris pathovar malvacearum 
Le cotonnier est une plante dicotylédone dialypétale de l'ordre des Malvales, de la famille 

des Malvacées et de la tribu des Hibiscées. Le genre Gossypium renferme quatre espèces cultivées 

et une trentaine d'espèces dites sauvages (Parry, 1982). Les espèces cultivées comprennent:  

- les espèces diploïdes (2n=26) originaires d'Afrique et d'Asie  

- les espèces tétraploïdes (4n=52) originaires d'Amérique, dont G. hirsutum et G. barbadense.  

Ces deux espèces fournissent 95% des fibres commercialisées sur le plan mondial. 

La culture cotonnière est particulièrement importante pour de nombreux pays en raison de 

son impact social et économique tant dans les secteurs agricoles qu'industriels. Plus de 70 pays, 

les Etats-Unis en tête, exploitent actuellement le cotonnier dont la production mondiale annuelle 

en fibre est évaluée à 21 millions de tonnes. L'Afrique subsaharienne francophone (Mali, Burkina 

Faso, Côte d'Ivoire, Sénégal, Togo, Bénin, Tchad, Cameroun, RCA) plantait en 1995 près de 1,5 

millions d'hectares et produisait 1,6 millions de tonnes de coton-graine et 650 000 tonnes de 

fibre. L'Afrique francophone est ainsi le troisième exportateur mondial de fibres derrière les 

Etats-Unis et l'Ouzbékistan (Texier, 1996). En 2000, la Syrie était le second pays de production 

de coton par unité de surface (1425 kg/h) et le 10ème pour la production totale, générant des 

revenus supérieurs à 1 milliard de dollars ; dans ce pays, la culture cotonnière est la première 

culture industrielle. 

Actuellement, l'exploitation du cotonnier ne se limite plus à la seule production de fibre, 

puisque la graine est une source importante de matière première alimentaire pour l'homme et le 

bétail. L'huile de cotonnier représente aujourd'hui l'essentiel de la consommation d'huile 



 

 

 

52 

alimentaire dans les pays africains. Dans ces pays, à l'exception du Sénégal, l'huile de cotonnier 

s'est maintenant largement substituée à celle d'arachide dont la trituration industrielle a disparu. 

Cette évolution n'a rien d'étonnant, puisqu'un hectare de cotonnier, outre 400 kg de fibres, 

produit environ 120 litres d'huile et 250 kg de tourteaux. De plus, les farines de coton constituent 

une matière protéagineuse de choix (avec une teneur en protéines pouvant atteindre 50%) pour 

l'alimentation animale, servant ainsi de base essentielle à une modernisation de l'élevage. On 

notera que l'huile de cotonnier est également utilisée comme matière première de l'industrie 

savonnière, ou pour le fonctionnement de certains types de moteurs, comme cela a été 

expérimenté au Mali et au Tchad (Texier, 1996). 

 

1. Les maladies du cotonnier 

Le cotonnier peut être attaqué par de nombreux ravageurs et parasites. Le spectre des 

ravageurs inféodés au cotonnier est très vaste avec plus de 70 espèces d'arthropodes (pucerons, 

aleurodes, punaises...) auxquelles s'ajoutent les acariens, les diplopodes et les nématodes. 

Conjointement ou indépendamment des dégâts causés par les ravageurs, les pertes de récoltes 

consécutives aux maladies atteignent au moins 30% du rendement jusqu'à la destruction quasi 

totale du potentiel de production. Le nombre et l'importance des maladies varient selon les zones 

climatiques, les espèces cultivées et le type d'agrosystème. Dans les régions avec une saison 

froide, la maladie la plus importante est la verticilliose tandis que dans les zones tropicales, il s'agit  

de la fusariose, de la bactériose, des pourritures de capsule et des maladies à transmission 

biologique (viroses, maladies à mycoplasmes). Les agents pathogènes les plus fréquemment 

recensés sont Colletotrichum gossypium (Soughe), Pythium aphanidermatum, P. ultimum, Rhizoctonia solani, 

Macrophomina phaseoli, Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, Verticillium dalhiae et Xcm.  

Parmi les maladies les plus dommageables, la bactériose du cotonnier (ou brûlure 

bactérienne) causée par Xcm est présente dans tous les pays producteurs de coton ; en Afrique, 

elle est souvent la maladie la plus importante. 
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Figure 21 : La bactériose du cotonnier. A : parcelle de cotonnier en Côte d’Ivoire. B : fleur Gossypium hirsutum. C : fruit 
et capsule de Gossypium hirsutum en Syrie. D, E : symptômes de blackarm sur tige et feuille. F : symptômes de chlorose 
sur feuille. G : lésions nécrotiques hypersensibles sur cotylédon de Gossypium hirsutum var Réba B50. H : colonies de 
Xanthomonas campestris pv malvacearum. I : bactérie en position intercellulaire dans un mésophylle de cotylédon de 
Gossypium hirsutum var Réba B50 (microscope électronique à transmission ; x 30000) 
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2. Xcm : agent de la bactériose du cotonnier (figure 21) 
2.1. Taxonomie, morphologie et physiologie 

La bactérie responsable de la bactériose du cotonnier fut appelée à l'origine Ps. malvacearum 

par Smith (1920), puis Bacterium malvacearum et, enfin, X. campestris pathovar malvacearum 

(E.F.Smith) Dye (Dye et al., 1980), qui demeure le nom encore généralement utilisé malgré un 

récent changement de nomenclature (X. axonopodis pathovar malvacearum). Le genre Xanthomonas 

regroupe un ensemble de bactéries phytopathogènes qui affecte un large spectre d'hôtes (124 

espèces végétales monocotylédones, 268 dicotylédones). 

La bactérie a la forme d'un bâtonnet de 0.3-0.6 x1.3-2.7 µm, Gram-négative et possède un 

seul flagelle polaire. Son métabolisme respiratoire est aérobie strict. Sur le milieu nutritif (YPG 

agar), Xcm développe des colonies jaunes, muqueuses et brillantes. Cet aspect caractéristique du 

genre Xanthomonas est dû à la présence de pigments caroténoïdes non diffusibles 

(xanthomonédines) associées à un polysaccharide extracellulaire appelé xanthane. 

2.2. Le cycle de la bactérie 
L'inoculum primaire nécessaire au développement de la maladie a pour origine  la semence 

et les résidus de culture. Le cycle de la bactérie présente trois phases: 

- une phase de développement épiphylle sur les organes aériens où se constitue 

l'inoculum nécessaire à la contamination interne des tissus ;  

- une phase infectieuse durant laquelle la bactérie pénètre dans les feuilles par les stomates 

et les blessures. Après la colonisation des chambres sous-stomatiques, la bactérie progresse dans 

les espaces intercellulaires en détruisant les parois cellulaires du mésophylle spongieux et du 

parenchyme palissadique (Al-Mousawi et al., 1982 ; Massey, 1929 ; Weindling, 1948 ; Thiers et 

Blank, 1951) ; 

- une phase de survie où la bactérie se conserve dans la semence et les débris végétaux. 

Xcm survit très peu de temps dans le sol en l'absence de ces débris (Massey, 1930a, b). Les 

sources principales d'infections aux champs sont les graines contaminées, les débris végétaux au 

sol et les anciens plants contaminés non arrachés (Brinkerhoff et Hunter, 1963 ; Brinkerhoff et 

Fink, 1964). Dès la germination des graines, la bactérie peut adhérer au cotylédon par sa coiffe 

basale, puis coloniser le limbe et déclencher la maladie dans la parcelle au stade plantule ; la 

maladie se propage alors facilement sous l'action conjointe du vent et de la pluie. La bactérie peut 

se maintenir pendant de longues périodes d’un cycle cultural à l’autre, et surtout dans la graine ce 

qui explique le caractère endémique de la maladie dans de nombreuses zones de culture. 

 



 

 

 

55 

2.3 Variabilité de l’agent pathogène 
La variabilité du pouvoir pathogène de la bactérie est importante et a fait l'objet de 

nombreuses études (Brinkerhoff, 1963). En Afrique de l'Est, Arnold et Brown (1968) poursuivant 

les travaux de Crosse (1963) attribuent la variabilité du pouvoir pathogène de Xcm à une variation 

continue de la virulence ne justifiant pas la création de races définies. Ces résultats contradictoires 

sont à confronter avec ceux de Gabriel et al. (1986) et de De Feyter et al. (1992) qui démontrent 

que l'interaction entre les races de Xcm et le cotonnier relève du modèle conventionnel gène pour 

gène. La mise au point aux Etats-Unis d'une gamme différentielle de cotonnier de l'espèce G. 

hirsutum avec différents gènes majeurs de résistance (Hunter et al.,1968 ; Brinkerhoof et al., 1984)) 

a permis l'identification de 20 races (Follin et al., 1988). Chez Xcm, six gènes d’avirulence (Avr) 

ont été clonés et l'analyse génétique des interactions Xcm -cotonnier montre que chaque gène Avr 

interagit spécifiquement avec le gène de résistance correspondant chez la plante. Sur la base de 

cette étude et des résultats obtenus chez d'autres interactions bactérie-plante où le modèle gène 

pour gène s'applique, il a été suggéré que le mécanisme principal d'apparition de nouvelles races 

soit dû à des recombinaisons inter et intragéniques au niveau des gènes Avr de la bactérie (De 

Feyter et al., 1992). L'apparition en Afrique (Burkina Faso, Soudan, Tchad), au début des années 

80, d'une nouvelle race de Xcm (la race 20) capable de surmonter toutes les sources de résistances 

connues pourrait ainsi s'expliquer. Sur un plan pratique, cette approche confirme la validité de la 

notion de race chez Xcm que l'on peut discriminer par des inoculations sur une gamme de 

variétés différentielles (Hunter et al., 1968).  

Enfin, une exploration de la diversité de la virulence de Xcm en Syrie vient de débuter. Elle 

porte sur une étude d’une population de cette bactérie en provenance de 6 régions de culture du 

cotonnier dans ce pays afin de caractériser sa structure et de tenter de comprendre le 

comportement des génotypes de cotonnier déployés au champ dans la perspective de proposer 

des alternatives de lutte contre la bactériose qui connaît une recrudescence dans la région (Jalloul 

et al., non publiés). 

 

3. La bactériose du cotonnier (figure 21) 
3.1. Historique et répartition de la maladie 
La bactériose du cotonnier serait apparue en Inde (Knight, 1948). Cependant, la première 

description précise de la maladie a été faite aux Etats-Unis par Atkinson (1891). L'auteur identifie 

trois types de symptômes: 

- les taches anguleuses huileuses ("Angular leaf spots") sur les feuilles  

- les nécroses sur les tiges (black arm)  
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- les lésions sur fruits. 

Smith (1920) réussit à reproduire les symptômes de la maladie en inoculant les feuilles et les 

graines avec des suspensions provenant de graines infectées. Il en déduit qu'un même micro-

organisme était la cause des deux symptômes. Edgerton (1912) démontra que les lésions sur 

feuilles, fruits et tiges constituent la symptomatologie normale de la maladie. Les premières 

études épidémiologiques démontrèrent que, dans une plantation, la dispersion de la maladie était 

favorisée par l'action conjointe de la pluie et du vent (Faulwetter, 1917). L'origine bactérienne de 

la maladie ne fut déterminée avec certitude qu'en 1930 au Soudan par Massay (1930a) sur des 

cultivars de G. barbadense. D'autres études épidémiologiques furent menées simultanément au 

Soudan par Findlay (1928) et Stoughton (1933). A la suite de ces travaux, la maladie a été signalée 

dans de nombreuses régions d'Afrique (Ouganda, Afrique centrale) où la culture cotonnière était 

en cours d'intensification (Hansford, 1932). Aux alentours de 1950, avec le développement de la 

culture cotonnière et son intensification, notamment aux Etats-Unis, il est apparu que la 

bactériose constituait un facteur limitant de la production. En effet, la maladie était détectée dans 

les principales zones de culture aux Etats-Unis (Schnathorst et al., 1960), en Inde (Verma, 1986) 

et en Afrique. Pour contrôler la bactériose, seule la lutte génétique s’est révélée efficae ; le premier 

programme de sélection pour la résistance est alors initié au Soudan par l'Institut de recherche sur 

le cotonnier (Knight, 1946).  Actuellement, la bactériose du cotonnier est recensée dans tous les 

pays du monde où cette plante est cultivée (CMI distribution Map N°57; Hillocks, 1992) 

3.2. Les symptômes aux champs causés par Xcm 
Le cotonnier peut être contaminé par la bactériose dès le jeune plant, et à tous les stades de 

son développement. Pour cette maladie, on distingue schématiquement quatre symptomatologies 

à savoir les taches foliaires anguleuses (angular leaf spot), les nécroses sur tiges non aoûtées (black 

arm), les lésions sur les capsules (boll rot) et la brûlure des plantules. Ces quatres phsases sont 

induites par le même isolat de Xcm. Les symptômes varient selon les organes affectés. Sur les 

semis et les jeunes plantules, la maladie s’exprime dès le stade cotylédonnaire sous forme de 

macules huileuses qui provoquent la déformation du limbe. De petites tâches anguleuses 

huileuses deviennent visibles à la surface du cotylédon, en général le long des nervures. Les 

lésions s'étendent et le cotylédon se recroqueville. Dans des conditions favorables à la maladie, 

l'infection s'étend du cotylédon jusqu'à la tige par le pétiole, entraînant la mort de la plantule. Les 

lésions peuvent également apparaître le long d'une nervure avec, ou en l'absence, de tâches 

anguleuses précises (vein-blight). L'infection vasculaire démontrée par Bhagwat et Bhide (1962) 

en Inde et par Wickens (1956) en Afrique de l'Est permet d'expliquer les nécroses le long des 

nervures et des tiges. Des études histologiques ont démontré que la destruction des tissus est 

souvent restreinte au parenchyme (Thiers et Blanck, 1951). Rarement, il se produit une vraie 
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infection vasculaire à l'image d'autres Xanthomonas (Boher et al., 1996), permettant à la bactérie de 

progresser dans toute la plante (Rolfs, 1935 ; Bhagwat et Bhide, 1962).  

La nécrose des tiges (black arm) peut entraîner le dessèchement des sommités et favoriser la 

chute des branches fructifères sous l'effet du vent (Verma et Singh, 1970). C'est le symptôme le 

plus sévère de la bactériose.  

La bactériose affecte également les bractées, et provoque la chute des boutons floraux ou 

des jeunes fruits. Sur les fruits âgés, l'infection est visible à l'apparition de petites taches huileuses, 

devenant noires et pouvant atteindre 10 mm de diamètre. Le développement de la maladie sur les 

fruits assure la contamination externe et interne des graines. Cette contamination peut être 

favorisée par des insectes piqueurs qui introduisent la bactérie dans la graine par leur stylet 

(Brinkerhoff et Hunter, 1963). La présence de Xcm dans la semence joue un rôle essentiel dans le 

développement de la maladie en assurant la pérennité de l'inoculum primaire d'un cycle cultural à 

un autre. 

3.3. L'incidence de la bactériose sur la culture cotonnière 
La bactériose favorise la perte de vigueur du plant de cotonnier, mais les problèmes les plus 

importants sont l'avortement des fleurs et la chute de la branche fructifère. Au Soudan, El-Nur 

(1970) rapporte que la bactériose entraîne généralement une perte de 20% aux champs, qui peut 

atteindre 77% lorsque l'infection touche la plante au début du cycle cultural. Au nouveau 

Mexique en 1949, une épidémie causa une perte estimée de 35 à 59% (Leyendecker, 1950). Dans 

le Nord-Ouest de l'Inde, en culture irriguée, l'estimation des pertes varie de 5 à 20% (Verma et 

Singh, 1971). Tarr (1958) évalue les pertes dans les autres pays asiatiques, incluant la Chine, le 

Pakistan et l'URSS à 20-30%. En plus de son incidence directe sur les rendements, la maladie 

étant transmissible par la semence, l'utilisation des graines contaminées permet la pérennisation 

de la maladie dans les zones de culture et expose les producteurs aux risques d'introduction d'une 

nouvelle race.     

3.4 Les moyens de lutte connus contre la bactériose 
En culture cotonnière, peu de maladies sont contrôlées par la lutte chimique. C'est le cas de 

la bactériose, pour laquelle l'amélioration des techniques culturales (dates de semis, rotation des 

cultures) et la désinfection de la semence ne suffisent pas à empêcher le déclenchement des 

épidémies. Les graines contaminées constituent très souvent la source d'inoculum primaire 

nécessaire à la contamination des organes aériens et au démarrage du processus infectieux. 

Plusieurs méthodes de traitement des graines ont ainsi été développées en Afrique et aux USA 

dès les années 1950 pour réduire les taux de contaminations. La méthode la plus communément 

utilisée est l'arrosage des graines par l'acide de délintage (acide sulfurique, 1% de formaldéhyde et 

composés mercuriques remplacés graduellement par l'oxyde de cuivre) (Wickens, 1953; Logan, 
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1960). Cette méthode de lutte très efficace élimine les contaminations de surface, et permet un 

contrôle efficace et suffisant de la maladie dans des pays comme la Californie, où le climat est 

trop sec et ne favorise pas l'expression de la bactériose. (Schnathorst et al., 1960). D'autres 

composés comme l'oxanthiine, la carboxine et l'oxycarboxine (Vina et Granada, 1986), ou encore 

le bronopol (Dransfield, 1969; Hillocks, 1984) apparaissent pour être efficaces contre l'attaque 

bactérienne. 

  Les traitements chimiques des graines présentent des limites, en ce sens qu'ils ne 

permettent pas d'éliminer l'inoculum interne à la graine, à moins d'être associés à un antibiotique 

comme la streptomycine et la tetracycline (Verma et al., 1975). Un traitement chimique sur les 

feuilles améliore aussi la protection des cultures. Des composés à action systémique, 

principalement à base d'antibiotiques donnent les meilleurs résultats. Verma (1986) conclue dans 

sa revue sur le  contrôle chimique de la bactériose que la technique la plus sûre est la désinfection 

chimique des graines, suivi de traitements foliaires 6 à 8 semaines après la plantation. La lutte 

chimique, outre son coût, fait appel à une technologie difficilement compatible avec les systèmes 

d'exploitation peu mécanisés que l'on rencontre en Afrique tropicale. Pour ce type d'agrosystème, 

l'amélioration des techniques culturales associée à l'introduction de variétés résistantes constitue 

la stratégie de lutte la plus appropriée. Toutefois la désinfection de la semence par des produits 

bactéricides pourrait réduire de manière significative l'infection primaire et favoriser le contrôle 

de la maladie. 

Les connaissances acquises sur la biologie de Xcm ont permis de proposer des techniques 

culturales dont l'objectif est de rompre le cycle de la bactérie au cours de sa phase de survie 

(graines, déchets de culture). Ainsi, la viabilité de Xcm est rapidement perdue si les résidus de 

feuilles sont enterrés. Brinkerhoff et Fink (1964) notent que la période de survie de la bactérie est 

plus courte dans un sol humide que dans un sol sec, et recommandent la collecte des débris et de 

leur enfouissement dans un sol humide (Verma et al., 1977). La bactérie ne pouvant survivre plus 

de 12 mois, un bon contrôle de la maladie consiste à effectuer des rotations culturales. 

Verma et Singh (1974a, b) rapportent qu'une pré-inoculation de feuilles de variétés 

sensibles avec une souche avirulente de la bactérie, des bactéries tuées par la chaleur ou encore 

avec des bactéries de surface de la feuille 20 jours avant l'inoculation avec une souche virulente, 

retardent l'apparition des symptômes, et réduisent le nombre de lésions par feuille (utilisation des 

capacités de la plante à déclencher une résistance systémique acquise). Bien que cette méthode ne 

soit pas encore utilisée à ce jour, beaucoup de travaux ont été effectués sur cette technique de 

pré-inoculation (Sinha et Verma, 1983; Verma et al., 1983).  
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Dès le début de l'intensification de la culture cotonnière, la recherche de variétés résistantes 

a constitué l'une des préoccupations majeures des chercheurs. L'utilisation de ces variétés 

résistantes se heurte cependant à la grande diversité et adaptabilité des agents pathogènes, 

compromettant ainsi la stabilité de ces résistances. Quelques variétés résistantes diploïdes et 

tétraploïdes de cotonnier, obtenues par transfert de gènes de résistance dérivés d'autres espèces 

de Gossypium, sont cultivées dans certains pays. La sélection a pour objet d'obtenir non seulement 

de meilleurs comportements aux champs, mais aussi un produit de plus grande valeur. Le premier 

programme de lutte contre la bactériose a été mené au Soudan, où la variété de cotonnier Sakel 

(G. barbadense) sensible à Xcm produit une fibre de haute qualité. Après avoir identifié des gènes 

de résistance sur d'autres variétés, Knight (1954a, b) et Innes (1966) ont transféré ces gènes à des 

plants de la variété Sakel. Dans tous les cas le contournement rapide de la résistance conféré par 

des gènes majeurs utilisés seuls a conduit les sélectionneurs à utiliser des associations de gènes de 

résistance. Cette stratégie est toujours largement utilisée dans le monde entier. En Afrique, 

cependant, l'apparition de la race 20 de Xcm, capable de surmonter toutes les sources de 

résistance et dont les associations de gènes majeurs réactualisent le problème de la bactériose 

(Hillocks, 1992), dynamise la recherche de nouveaux facteurs de résistance. La remise en question 

de la lutte génétique par l'apparition récurrente de nouvelles races de Xcm, montre qu'il n'existe 

pas actuellement de méthodes de protection permettant l'éradication de Xcm des champs de 

cotonniers. 

 

4. Nature et mécanismes de la résistance du cotonnier à Xcm : état de l’art 
Une variabilité génétique considérable de la résistance à la bactériose existe dans le génome 

Gossypium. Knight et Clouston (1939) démontrèrent les premiers l'héritabilité de la résistance du 

cotonnier au Soudan. Actuellement, après un screening chez les variétés diploïdes et tétraploïdes, 

18 gènes de résistance (nommés gènes-B1, B2, B3...) ont été identifiés dans le génome Gossypium 

(Knight, 1944, 1948, 1950, 1953a, b, 1954a, b, 1963 ; Saunders et Innes, 1963 ; Innes, 1966 ; 

Green et Brinkerhoff, 1956 ; Girardot et al., 1986). Dans le cas de la bactériose du cotonnier, pour 

lequel l'hypothèse de la relation gène pour gène est admise (De Feyter et al., 1992), la résistance 

du cotonnier aux différentes races de Xcm est dépendante des différentes combinaisons des gènes 

de résistance B et des gènes d'avirulence (Avr) de Xcm. Elle se traduit par le déclenchement d'une 

réaction d’hypersensibilité (RH), stratégie de défense hautement efficace chez les plantes (Nicole 

et al., 1998 ; Delannoy et al., 2005). Parmi les gènes B, on distingue des gènes récessifs, dominants, 

ou partiellement dominants, dont l'action dépend de la présence des autres gènes B. En Afrique 

francophone, la résistance à la bactériose a été obtenue en introduisant chez les variétés 
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commerciales deux associations de gènes B2B3 et B9LB10L découverte chez G. hirsutum (Bayles et 

al., 2003). Cette association de gènes confère une résistance foliaire totale à toutes les races de 

Xcm, excepté à la race 20. Mais, par exemple, le gène B7 influence négativement l'association des 

gènes B2B3 en présence de la race 12 (Hillocks, 1992). De plus, selon les gènes impliqués, certains 

plants peuvent manifester une résistance à Xcm dans un organe en particulier ou à un âge précis. 

La résistance conférée par ces associations de gènes majeurs se traduit, après inoculation de 

l'hôte, par le déclenchement d'une RH. Grâce à cette réaction, Xcm ne peut plus progresser à 

l'intérieur de la plante (Nicole et al., 1998).  

Pour nos recherches, le choix du génotype hôte s’est porté sur le cultivar Réba B50 de G. 

hirsutum, porteur des gènes R B2B3 et celui des génotypes bactériens sur les races 18 (avirulente) et 

20 (virulente) de Xcm. A ce jour, plusieurs réponses adaptatives du métabolisme des cellules 

infectées de cotylédons de cotonniers résistants ont été identifiées et associées à l’établissement 

de la RH. La plus précoce d’entre-elle est le choc oxydatif qui se distingue par la production d’O2
.- 

(3h post-infection) générée par une peroxydase cationique apoplastique, identifiée par IEF, 

cytochimie ultrastructurale (Martinez et al., 1998) et immunocytochimie (Delannoy et al., 2002). 

O2
.- est rapidement dismuté en H2O2 (3 à 6h après inoculation) (Martinez et al., 1998 ; ) par une 

SOD dont le pic d’activité se situe 4h post-infection (Voloudakis et al., 2006). Ces auteurs ont 

également montré que l’accumulation d’AS est induite par H2O2 infiltré dans les feuilles (Martinez 

et al., 2000). En outre, l’infiltration d’AS dans les cotylédons contrôle rétroactivement l’activité de 

la peroxydase cationique apoplastique. Ces résultats suggèrent un éventuel contrôle du choc 

oxydatif par l’AS et une induction de la synthèse d’AS par H2O2 via l’activation des gènes du 

métabolisme des composés phénoliques ; ce mécanisme demande cependant à être vérifié in 

planta. L’AS est ensuite produit au voisinage des tissus infectés, puis dans la plante entière, 24 

post-infection, révélant un effet SAR, traduit par une réduction des populations bactériennes 

inoculées tardivement sur des plantes pré-infectées (Martinez et al., 2000). L’AS et H2O2 sont 

deux molécules capables d’induire une augmentation d’activités peroxydases localement et 

systémiquement (Martinez et al., 2000). Plusieurs gènes de peroxydases de cotonnier ont ainsi été 

clonés au laboratoire (Assigbetsé et al., 1999 ; Delannoy et al., 2003, 2004). L’un deux présente une 

activité transcriptionnelle différentielle précoce dans les plantes résistantes, ce qui en fait un bon 

candidat pour expliquer la génération d’O2
.- (Delannoy et al., 2003). 

Les métabolites secondaires antimicrobiens les plus importants chez le cotonnier sont les 

terpénoïdes, sous forme d'aldéhydes, uniques dans le genre Gossypium. Ils peuvent être préformés 

dans les glandes à pigment, ou être synthétisés de novo en réponse à une blessure, ou une infection. 

Une production de phytoalexines de type terpènes en réponse à Xcm a été mise en évidence 



 

 

 

61 

(Gorski et al., 1995 ; Essenberg et al., 1982, 1990). Deux phytoalexines (2-4-dihydroxycadalène et 

laciniline) ont été identifiées à partir de feuilles et de cotylédons de plants résistants attaqués par 

la bactérie, et synthétisées à un niveau suffisant pour inhiber l'agent pathogène au site d'infection 

(Essenberg et Pierce, 1994). Trois autres sesquiterpènes, les isomères cis et trans du 7-

hydroxycalaménène-2-one, ainsi que le trans-7-hydroxycalaménène ont ensuite été isolés dans des 

extraits de cotylédon de cotonniers résistants durant la période de biosynthèse de phytoalexines 

sesquiterpénoïdes, après inoculation par Xcm (Davila-Huerta et al., 1994). Certaines de ces 

phytolalexines émettent une fluorescence verte importante dans les cellules en cours de RH ; elles 

ont été caractérisées sous la forme monomère ou polymère (Essenberg et al., 1992a, b). Au plan 

moléculaire, le gène de la sesquiterpène cyclase, activé en amont de la synthèse de ces 

phytoalexines, est transcrit 20h après infection (Davis et al., 1996). Enfin, une production de novo 

de flavonoïdes a également été mise en évidence autour des sites d'infection pendant la réaction 

incompatible 9h après inoculation, sans qu’un effet antimicrobien de ces phénols ait été 

caractérisé (Daï et al., 1996). Récemment, une analyse chimique a été conduite sur des extraits de 

cellules épidermiques infectées révélant que des molécules glycosylées de type anthocyanidine 

(cyanidine-3-O-Ƣ-glucoside) et un flavonol jaune, la quercétine, s’accumulent au contact des sites 

HR. Ces pigments auraient un rôle protecteur des cellules vivantes non infectées (Edward et al., 

2008). 

L’impact potentiel de H2O2 sur la dégradation des membranes d’une cellule en RH a 

conduit à la caractérisation du phénomène de peroxydation des lipides membranaires. L’analyse 

des produits de dégradation des lipides du cotonnier infecté a permis d’identifier la nature 

enzymatique de cette oxydation (Jalloul et al., 2002). Un gène codant une lipoxygénase de type 9 

(GhLOX1) a de ce fait été cloné ; son profil de transcription est spécifique aux tissus résistants 

(Jalloul et al., 2002 ; Marmey et al., 2007). Le fonctionnement des lipoxygénases est étroitement 

dépendant de celui de lipases (patatine) qui les pourvoient en substrats ; c’est le cas du gène 

GhLOX1 activé de manière synchrone au gène Ghpat1 (Cacas et al., 2008). Le gène GhLOX1 est 

maintenant considéré comme un marqueur de choix de la résistance du cotonnier à Xcm ; il est en 

effet exprimé de manière différentielle dans diverses combinaisons gène R – gène avr (Sayegh-

Alhamdia et al., 2008). L’analyse fonctionnelle du gène GhLOX1 est en cours de réalisation et 

devrait confirmer son rôle clé dans l’installation de la RH du cotonnier à Xcm (Chapitre 2).  

C’est cependant vers la compréhension des voies de signalisation impliquées dans la 

régulation de la résistance du cotonnier à Xcm que les recherches sont orientées depuis quelques 

années. La peroxydation des lipides membranaires et la transformation de leurs produits de 

dégradation représentent le métabolisme des oxylipines dont l’une des voies, celle des 
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octadécanoïdes, conduit à la synthèse de l’acide jasmonique (AJ), hormone clé dans la résistance 

des plantes (Kazan et Manners, 2008). Dans l’interaction incompatible étudiée, l’AJ est produit 

très tôt (90 min après infection) en amont des évènements majeurs décrits ci-dessus (Jalloul, 

2002 ; Delannoy et al., 2005). Cette hormone est capable d’activer la transcription du gène 

GhLOX1 et celle d’une lipoxygénase de type 13 (Marmey et al., 2007). Une approche 

pharmacologique a confirmé ces résultats (Jalloul, résultats non publiés). L’analyse moléculaire du 

gène GhLOX2, codant une 13-lipoxygénase, qui est transcrit très tôt après l’infection, devra 

confirmer s’il est à l’origine de la synthèse de l’AJ (Marmey et al., résultats non publiés). En outre, 

l’action synergique (ou antagoniste) de l’AJ et de l’éthylène sur les gènes GhLOX est en cours 

d’étude (Champion et al., résultats non publiés). Elle apportera des précisions quant aux voies de 

signalisation régulant l’activité du gène GhLOX1 et complète l’étude sur les facteurs de 

transcription de la famille ERF du cotonnier en cours dans l’unité. Outre l’approche 

phylogénétique devant les comparer à ceux d’autres espèces végétales -riz et Arabidopsis -, elle a 

déjà montré que certains de ces facteurs sont jasmonate-dépendants, voire Xcm-dépendants 

(Champion et al., 2009). 

 

D. Objectifs de la thèse 
Mes travaux de recherche réalisés au sein de l’équipe « Mécanismes de la  Résistance des 

Plantes » dans l’UMR « Résistance des Plantes aux Bioagresseurs » s’intègrent dans le cadre du 

rôle des processus oxydants dans la RH. A la lecture de la synthèse bibliographique non 

exhaustive décrite dans cette introduction, il apparaît que la peroxydation des lipides est un 

mécanisme clé dans l’établissement de la résistance spécifique. Les quelques évènements 

identifiés au cours de la RH des cotylédons de cotonnier à Xcm s’inscrivent dans ce contexte : 

(1) intervention d’enzymes dans des mécanismes d’oxydation (peroxydase, SOD),  

(2) production de molécules susceptibles d’être impliquées dans des étapes d’oxydation (H2O2 et 

O2
.-),  

(3) peroxydation des lipides membranaires associées à une activité 9-lipoxygénase et à la 

transcription du gène GhLOX1 et  

(4) production d’acide jasmonique en cours de confirmation.  

 

La question qui m’a alors été posée concernait le(s) rôle(s) des lipoxygénases dans  la 

stratégie de défense du cotonnier à Xcm et plus particulièrement celui du GhLOX 1 associée à la 

peroxydation des lipides (Jalloul et al., 2002). J‘ai donc structuré mon mémoire de la manière 

suivante : 
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le chapitre premier rapporte la démarche qui m’a conduit à démontrer que la 

transcription du gène GhLOX1 n’était pas uniquement liée à l‘interaction entre le génotype Réba 

B50 du cotonnier et la race 18 de Xcm. J’ai ainsi testé plusieurs interactions gène R – gène avr 

durant lesquelles ont été suivis le phénotype de la résistance, l’activité LOX et la transcription du 

gène GhLOX1. Les résultats rapportés dans ce chapitre sont présentés sous la forme d’un 

article publié dans Journal of Phytopathology (Sayegh-Alhamdia et al., 2008). 

 

dans le second chapitre, j’ai entrepris une série d’expériences qui s’inscrit dans l’analyse 

fonctionnelle du gène GhLOX1. Si l’hypothèse selon laquelle les LOX, et donc le gène GhLOX1,  

jouent un rôle clef dans l’installation de la mort cellulaire de type HR (Goebel et al., 2001, 2002 ; 

Rustérucci et al. 1999 ; Rancé et al., 1998 ; Jalloul et al., 2002 ; Montillet et al., 2002 ; Cacas et al., 

2005 ; Marmey et al., 2007), une approche génétique fondée sur la transformation du cotonnier 

devrait permettre d’apporter des éléments de réponses à cette question. Dans ce chapitre sont 

décrites les données acquises dans la mise en oeuvre de l’analyse fonctionnelle du gène GhLOX1. 

 

Enfin, dans la partie de ce mémoire consacrée aux Conclusions et Perspectives, je me 

propose d’explorer certaines voies de recherches qui découlent de mes travaux et qui 

permettraient de mieux cerner la mort cellulaire de type RH chez le cotonnier en réponse à Xcm. 

 

J’espère ainsi, par mon travail, contribuer à élucider la complexité d’une interaction entre 

une plante ligneuse annuelle de zone aride et une bactérie connue pour son aptitude à contourner 

la résistance au champ. 
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CHAPITRE 1 

 

 

THE LIPOXYGENASE RESPONSE 

IS ASSOCIATED WITH RESISTANCE 

OF VARIOUS COTTON GENOTYPES 

TO THE BACTERIAL BLIGHT DISEASE 
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Les oxylipines sont des produits dérivés du métabolisme des acides gras qui régulent de 

nombreuses voies de signalisation de défense et du développement chez les plantes (Grechkin, 

1998). Ces composés interviennent de diverses manières chez la plante comme molécules signal 

dans l’expression de gènes impliqués dans la défense ou dans des composés antimicrobiens 

(Hamberg et al., 2003; Farmer, 1994 ; Blée, 2002; Farmer et al., 2003). 

 De nombreuses données bibliographiques indiquent un rôle des LOX dans la résistance 

des plantes aux parasites. Chez le tabac, Rancé et al., (1998) ont démontré que des plants 

transgéniques exprimant des ADNc de LOX en orientation anti-sens renferment une activité 

LOX très faible et possèdent une sensibilité importante à une souche avirulente de P. parasitica 

nicotianae. D’autres travaux ont mis en évidence  une augmentation d’une activité spécifique de 9-

LOX au cours de la RH chez le tabac induit par la cryptogéine (Rustérucci et al., 1999) et sur 

suspension cellulaire de pomme de terre (Gobel et al., 2001). D'ailleurs, des plants transgéniques 

de tabac dans lesquelles le gène LOX1 est sur-exprimé, montrent une réduction de la sensibilité à 

P. parasitica (Mène-Saffrane et al., 2003). Dans des interactions compatibles et incompatibles entre 

le colza, Brassica napus, et Peronospora parasitica, trois oxylipines ont été détectées. Deux de ces 

composés sont dérivés de la voie de la 9-LOX, alors que l'autre est un dérivé de la voie 13-LOX. 

Les trois oxylipines sont apparues 12 hpi à des concentrations élevées dans les interactions 

incompatibles. En revanche, elles ne sont détectées dans les interactions compatibles à 48 hpi à 

des concentrations inférieures à celles obtenues dans les plantes résistantes. Ces résultats 

suggèrent que ces oxylipines pourraient être impliquées dans la résistance de colza à P. parasitica 

(Walter et al., 2006). Chez le peuplier, Populus deltoides, deux gènes LOX, PdLOX1 et PdLOX2, ont 

été proposés comme candidat à rôle dans la résistance à Marssonina brunnea f. sp. multigermtubi 

quand leurs niveaux d’expression ont été augmentés après une exposition à ce champignon 

pathogène (Cheng et al., 2006). 

  

 Dans notre étude,  la résistance du cotonnier à la bactérie Xcm, gouvernée par la relation 

gène pour gène, est déterminée par 20 gènes de résistance (R) majeurs ou mineurs. Elle se 

caractérise par le déclenchement d’une RH, une forme de suicide programmé qui conduit à la 

mort cellulaire des tissus infectés. Cependant, les contournements de résistance au champ 

récemment observés en Afrique traduisent l’apparition de nouvelles races de Xcm et montrent les 

limites de l’amélioration variétale pour la résistance à Xcm en terme de durabilité de cette 

résistance. Une connaissance plus approfondie des mécanismes qui gouvernent la mise en place 

de la RH s’avère donc nécessaire pour gérer au mieux la durabilité de cette résistance.  
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 Un certain nombre de résultats ont été acquis chez le génotype RébaB50, porteur des 

gènes R B2B3 dont les produits interagissent spécifiquement avec ceux des gènes avr de la race 18 

de Xcm pour conduire à la RH. Dans la cascade de réactions mise en place, une peroxydation des 

lipides – acides gras polyinsaturés - a été identifiée, corrélée à une activité 9S-LOX, 24hpi à la 

transcription du gène GhLOX1, la perte en eau des tissus et l’apparition du phénotype RH 

(Jalloul et al., 2002). Durant la maladie causée chez ce cultivar par la race 20 virulente de Xcm, une 

peroxydation  9S-LOX–dépendante plus faible et plus tardive, 72hpi, a été observée, associée à la 

chlorose des tissus infectés, mais pas à la nécrose. A la lumière de la bibliographie et des travaux 

sur le cotonnier, il apparaît que la  peroxydation des lipides membranaires est un mécanisme clé 

dans l’établissement de la résistance spécifique et pour mieux comprendre le rôle du métabolisme 

des oxylipines dans la mise en place de la RH. Au cours des travaux exposés dans ce chapitre, 

nous essayerons d’approcher le rôle de la lipoxygénase GhLOX1 dans l’interaction du cotonnier 

avec la bactérie Xcm. Nous nous sommes attachés à démontrer que l’activité du gène GhLOX1 

n’est pas uniquement liée à l‘interaction entre le génotype Réba B50 du cotonnier et la race 18 de 

Xcm. Six génotypes de G. hirsutum contenant les gènes B2B3, B2, b6 ,B2B6, B12 ainsi que Acala 44, 

une variété ne contenant aucun gène R, ont été inoculés par l’une des races 18, 20 ou 1 de Xcm 

sont exposés. Plusieurs combinaisons d’interactions gène R – gène avr ont ainsi été testées durant 

lesquelles le phénotype de la résistance, l’activité enzymatique totale LOX et la transcription du 

gène GhLOX1 ont été suivis. Les resultats obtenus suggèrent une variabilité de la RH en fonction 

des sources de résistances utilisées et une corrélation entre l’apparition du phénotype RH, 

l’activité enzymatique et la transcription du gène GhLOX1. Nos résultats montrent que cette 

relation peut dépendre du déterminisme génétique et confirment qu’au moins une LOX, 

GhLOX1, est impliquée dans la résistance spécifique du cotonnier à Xcm. Le gène GhLOX1 peut 

donc être considéré comme un marqueur moléculaire facile à appréhender de cette resistance. 
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RESUME 

Chez le cotonnier (Gossypium hirsutum L.), l’interaction avec la bactérie pathogène Xanthomonas 

campestris pv. malvacearum repose sur le concept gène-à-gène. L’infection du cultivar Réba B50 par 

la race 18 de Xcm conduit à une HR ; la race 20, en revanche, provoque la maladie et à terme la 

mort de la plante. Des travaux antérieurs ont montré que la mort cellulaire hypersensible était 

associée à une activité 9S-lipoxygénase responsable de la peroxydation des lipides et à la 

transcription du gène GhLOX1. Dans cet article,  la question de savoir si la réponse LOX était 

liée à la résistance du cotonnier à la bactériose. Différentes combinaisons gène R – gène avr ont 

ainsi été testées au cours desquelles le phénotype de l’interaction, la transcription du gène 

GhLOX1 et la mesure de l’activité LOX ont été suivis. Les génotypes de cotonnier contenant les 

gènes de résistance B2B3, B2b6 ou B12 ainsi que des lignées quasi-isogéniques renfermant les single 

B2, ou b6 ont été infectées par les races 1, 18 ou 20 de Xcm. Dans les interactions incompatibles 

étudiées, la réponse LOX est concomitante à l’apparition du phénotype HR, renforçant 

l’hypothèse selon laquelle la peroxydation des lipides est un mécanisme clé de la mort cellulaire 

hypersensible. 
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Abstract
In cotton plants (Gossypium hirsutum L.), the interac-
tion with the bacterial pathogen Xanthomonas
campestris pv. malvacearum (Xcm) is governed by the
gene-for-gene concept. The interaction between the cul-
tivar Réba B50 and the race 18 of Xcm leads to an
hypersensitive reaction (HR); this cultivar is, however,
susceptible to the race 20, with the death of the plant as
a consequence. Previous work showed that the induced
HR was correlated with 9S-lipoxygenase (LOX) activity
responsible for lipid peroxidation. A LOX gene
(GhLOX1) whose activity is involved in cell death dur-
ing HR was characterized. In this study, we investigated
whether the lipoxygenase response could be related to
cotton resistance in different cotton Xcm combinations.
Various combinations of R – avr genes were selected to
assess whether the GhLOX1 gene transcription and
LOX activity could be correlated with the resistance
phenotype. Cotton genotypes with the B2B3, B2b6 or B12

genes, or cotton near-isogenic lines containing single B
genes (B2, b6) were infected by race 1, 18 or 20 of Xcm.
Phenotypes were analysed for all interactions tested.
For incompatible interactions, the LOX response
appears to be concomitantly triggered during cotton
resistance strengthening the previous evidence that this
reaction is a key event of hypersensitive cell death.

Introduction
A major source of resistance in plants is conditioned
by the interaction between products of plant resistance
and pathogen avirulence genes. This gene for gene
defence strategy (Flor, 1971) is characterized by the
activation of the hypersensitive reaction (HR) at sites
of infection where the tissue collapse leads to dry
lesions and rapid host cell death and to pathogen
growth restriction (Pontier et al., 1998). Conversely, in
compatible interactions, the recognition step is either
lacking or not sufficient resulting in weak plant reac-
tions allowing pathogen to spread.

Resistance of tetraploid cotton plants (Gossypium
hirsutum L.) interacting with Xanthomonas campestris
pv. malvacearum (E.F. Smith) Dye (Xcm) responsible
for bacterial blight is conferred by one or several of
the 18 resistance genes (R) identified so far (De Feyter
et al., 1993; Delannoy et al., 2005; Gabriel et al., 1986;
Essenberg et al., 2002; De Feyter et al., 1998). The cul-
tivar Réba B50 that contains B2B3 R genes displays an
HR when exposed to the incompatible race 18 of Xcm
(Nicole et al., 1998). Among the defence responses that
were characterized during the cotton HR, including
the oxidative burst (Martinez et al., 1998; Voloudakis
et al., 2006), accumulation of salicylic acid (Martinez
et al., 2000), transcription of peroxidase genes (Delan-
noy et al., 2003) and synthesis of antimicrobial mole-
cules (Dai et al., 1996; Essenberg et al., 1990), the
peroxidation of membrane lipids performed by lipoxy-
genases (LOXs; linoleate: oxygen oxidoreductase,
EC1.13.11.12) was of crucial importance (Jalloul et al.,
2002).

In many plant species, LOXs were reported to con-
tribute to the defence against pathogenic micro-organ-
isms (Farmer, 1994; Feussner and Wasternack, 2002).
LOX activity was shown to increase in parallel with
the induction of the HR symptoms, whereas LOX
activity peaking was delayed and reached much lower
levels in compatible interactions (Montillet et al.,
2002).

In the case of Réba B50 cotyledons infected with
the incompatible race Xcm 18, with an HR observed,
LOX enzymatic activity was detected at 20 h postin-
oculation (hpi), and it coincided with massive produc-
tion of 9S fatty acid hydroperoxides, drastic water
loss of reacting cells, and the appearance of HR
lesions at the leaf surface (Jalloul et al., 2002). LOX
activity was preceded by the accumulation of tran-
scripts of a gene, GhLOX1, whose full length sequence
analysis revealed that it encoded a putative 9-LOX
(Marmey et al., 2007). In the compatible interaction

www.blackwell-synergy.com

J. Phytopathology doi: 10.1111/j.1439-0434.2008.01409.x
Journal compilation � 2008 Blackwell Verlag, Berlin
No claim to original US government works



of Réba B50 with Xcm race 20, LOX activity was
weak, occurred late, and did not correlate with water
loss, but was concomitant with leaf chlorosis (Jalloul
et al., 2002). Taken together, these observations rein-
forced the hypothesis that LOX-dependent lipid per-
oxidation plays an important role in the HR
execution.

In this study, we investigated whether the LOX
enzymatic and transcriptional response could be
related to cotton resistance regardless of the resistant
genetic background. Different combinations of R – avr
genes interactions were used, and phenotypes, LOX
activity and GhLOX1 transcription were analysed.
Cotton genotypes containing two different combina-
tions of R genes, namely B2B3, or B2b6, and single R
genes B2, b6, or B12, three of the most important genes
that confer resistance to Xcm were infected by Xcm
race 1, 18 or 20. Xcm race 20 is known to be virulent
for all cotton genotypes, whereas both race 1 and race
18 induced a more or less dramatic HR (Delannoy
et al., 2005; Hillocks, 1992). We found that in all
incompatible interactions tested, the LOX enzymatic
and transcriptional response was concomitantly trig-
gered during cotton resistance strengthening previous
evidence that this reaction is a key event in the estab-
lishment of the hypersensitive cell death.

Materials and Methods
Bacterial strains

Xanthomonas campestris pv. malvacearum (Xcm) races
1, 18 and 20 were maintained at 30�C on 0.5% w ⁄ v
yeast extract, 0.5% w ⁄ v bacteriological peptone, 0.5%
w ⁄ v glucose as a carbon source, solidified with 1.5%
w ⁄ v agar (YPG agar; Difco, Detroit, MI, USA) in dis-
tilled water. Bacteria for inoculation were grown in
150 ml YPG medium in a shaking incubator at
150 rpm, 30�C. After 18 h growth, cultures were
washed once with sterile water by centrifugation at
10 000 g for 10 min to remove nutrients and exopoly-
saccharides, then the bacterial pellet was resuspended
in sterile water and adjusted to 108 cfu ⁄ml.

Genotypes of cotton plants

Six genotypes of G. hirsutum were used in this study.
Acala 44 was a genotype previously described (Brinker-
hoff, 1970) as containing no resistance (R) gene. Acala
44E was a single plant obtained from the original
Acala 44 parent and used as recurrent parent in back-
crosses to obtain near isogenic lines (NILs) (Essenberg
et al., 2002). Acala 44E was used as a control in our
study. Acala B2 (AcB2) was a NIL containing the B2 R
gene (Essenberg et al., 2002), Acala b6 (Acb6) was a
NILs containing the b6 R gene (Essenberg, personal
communication) and S295 contained the B12 R gene
(Girardot et al., 1986). Empire B2b6 (EmpB2b6) was a
putative NIL containing B2 and b6 genes in the Empire
8-0-8 genotype (Wright et al., 1998). The cultivar Réba
B50 (Allenx Stoneville 2B), similar to the 101-102B line
contained B2B3 R genes (Innes, 1983; Hillocks, 1992)
and was named RébaB2B3.

Growth and inoculation of cotton plants

The seeds of these genotypes were cultivated in a
greenhouse under natural light and a 30 ⁄ 25�C light ⁄ -
dark cycle with relative humidity averaging to 80%.
These conditions were shown to favour the bacterial
development.
Xcm races 1, 18 or 20 were used for inoculations.

Bacterial suspensions or sterile water as control were
injected at the lower surface of 10 -day-old cotyledons
using a needleless syringe. Combinations of interac-
tions R-avr genes were observed phenotypically for a
period of 240 h hpi. Cotton cotyledons were harvested
at 0, 4, 9, 24, 48 and 144 hpi to be biochemically and
molecularly analysed.

Water content estimation of cotyledons

Cotyledons were harvested at 0, 4, 9, 24, 48, 144 and
192 hpi, and weighed (W1: weight before dessication).
They were then placed into an oven at 70�C for 24 h
and weighed again (W2: weight after dessication). The
percentage of water loss of cotyledons was obtained
according to the following formula:

W 1� W 2

W 1
� 100

LOX activity in cotyledon extracts

To assess LOX activity in cotton cotyledons, extracts
were prepared according to the procedure described
(Rusterucci et al., 1999) on 1 g of frozen cotyledon tis-
sues. The extract (0.5 ml) was incubated for 20 min at
25�C with 1 ml of 250 mm sodium phosphate buffer
(pH 7) and 5 ll of an ethanolic solution of the LOX
substrate linoleic acid (100 mm). The LOX reaction
was stopped by addition of 70 ll of HClO4 (12 N),
and hydroperoxy fatty acids were extracted with 2 ml
hexane. After vigorous shaking, the absorbance at
234 nm of the upper organic phase was measured
using a spectrophotometer (Uvikon 922; Kontron,
Marseille, France) against a blank containing hexane.
LOX activity was expressed in pkat ⁄mg protein using
a molar extinction coefficient for conjugated dienes of
25 000 m ⁄ cm.

RNA isolation and reverse transcription

Total RNA was extracted from bacteria- or water-infil-
trated cotyledons using the plant Rneasy Mini Kit
(Qiagen, Courtaboeuf, France) following the manufac-
turer�s instructions. The reverse transcription (RT)
reactions were performed using the Omniscript RT Kit
(Qiagen) according to the manufacturer�s instructions.
PCR reactions were performed in a 50 ll volume con-
taining DAP Goldstar DNA polymerase (Eurogentec,
Seraing, Belgium), 20 pmol of each primer and 20 ng
of each RT reaction. Primers used for RT-PCR were
specific for GhLOX1 (Marmey et al., 2007) and were
named LOX1-F417 (5¢-GGAGGAAATCGGATTAC-
CCGG-3¢) and LOX1-RV1215 (5¢-GGCAAACTCTT-
CATCAGTCC-3¢). Reactions were run in an MJR
thermocycler (MJR, Watertown, MA, USA) with a
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denaturation step of 94�C for 5 min, followed by 30
cycles of 94�C, 1 min; 50�C, 1 min; 72�C, 1 min, with
a final extension at 72�C, 10 min. PCR products were
electrophoresed on 1.2% agarose gels in tris-acetate-
ethylenediaminetetraacetate buffer, then visualized
under UV light. In some cases, PCR amplification
products were gel purified using standard procedure
(Qiagen) and sequenced (Genome Express, Meylan,
France).

Results
Symptoms of inoculated plants

The six genotypes (RébaB2B3, AcB2, Acb6, S295B12,
EmpB2b6, Acala 44E) were inoculated with races Xcm
1, 18 or 20 and infiltrated with water as control.
Symptoms were observed over a period of 10 days
(Fig. 1). Necrosis, chlorosis and dried lesions were
noted.

The following interactions tested exhibited HR symp-
toms (Table 1): RébaB2B3 ⁄Xcm 1, RébaB2B3 ⁄Xcm 18,
AcB2 ⁄Xcm 1, Acb6 ⁄Xcm 1, EmpB2b6 ⁄Xcm 1,
EmpB2b6 ⁄Xcm 18, S295B12 ⁄Xcm 1, S295B12 ⁄Xcm 18. It
is noteworthy that two types of HR symptoms were
observed (Fig. 2). Type 1 HR corresponded to dry
lesions associated with necrosis and bleaching of tissues
and brown pigmentation in the veins and was observed
on genotypes RébaB2B3, EmpB2b6 and S295B12

(Fig. 2a). Type 2 showed dry lesions surrounded by
milder symptoms and was only observed on genotypes
AcB2 and Acb6 (Fig. 2b). Time of appearance of symp-
toms differed regarding the tested interaction. Dry
lesions appeared 48 hpi for RébaB2B3 ⁄Xcm 1,
RébaB2B3 ⁄Xcm 18 and S295B12 ⁄Xcm 1, 72 hpi for
S295B12 ⁄Xcm 18, 144 hpi for EmpB2b6 ⁄Xcm 1, 240 hpi
for AcB2 ⁄Xcm 1, Acb6 ⁄Xcm 1 and EmpB2b6 ⁄Xcm 18.
Genotype AcB2 and Acb6 inoculated with Xcm 18 led to

Fig. 1 Macroscopic aspects of
hypersensitive reaction lesions and
disease symptoms over a period of
240 h post-treatment for the
different interactions tested
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an undetermined phenotype. No disease symptoms were
visible on first leaves when HR type 1 or type 2 was
observed on cotyledons, confirming that both types of
symptoms were related to the HR.

Genotypes AcB2, Acb6 and S295B12 inoculated with
Xcm 20 showed leaf chlorosis at 240 hpi (data not
shown) similar to the one observed for RébaB2B3. The
genotype Acala 44E used as a control did not contain
known R genes and so far, no HR symptoms were
observed whatever the Xcm race inoculated. It dis-
played chlorosis typical of disease symptoms. No HR
symptoms were observed in any of the genotypes infil-
trated with water.

Water contents in cotyledons

Experimental procedure was conducted to estimate
variation in the water content of Xcm-inoculated coty-
ledons; water-infiltrated cotyledons were used as con-
trols (Fig. 3). Genotypes RébaB2B3, EmpB2b6 and
S295B12 showed significant differences in water loss for
both Xcm 1- and Xcm 18-inoculated cotyledons com-
pared with controls. AcB2 and Acb6 showed significant
differences only for Xcm 18-inoculated cotyledons. The
water content of Acala 44E ⁄Xcm inoculated cotyle-
dons was similar to the control whatever the Xcm
inoculated.

Lipoxygenase activities detected in cotyledons

Total LOX activity was followed in cotyledons for the
different interactions from 0 to 144 hpi (Fig. 4). Analy-

sis was stopped at 48 hpi on genotypes RébaB2B3 and
S295B12 as tissues were too dry to assess for LOX
activity.
LOX activity remained very low in water-infiltrated

cotyledons for all genotypes. LOX activity in plant
interacting with Xcm 20 was similar to the water-infil-
trated ones for genotypes Acala 44E, AcB2, Acb6 and
EmpB2b6 but slightly increased for genotypes
RébaB2B3 and S295B12.
For interactions of Xcm 1 or Xcm 18 with genotypes

containing R genes, LOX activities were always signifi-
cantly above the corresponding controls (with Xcm 20
or water-treatment) and could be classified into three
groups. At first, LOX activities increased progressively
over the time course for the interactions Acb6 ⁄Xcm 18,
EmpB2b6 ⁄Xcm 1 and EmpB2b6 ⁄Xcm 18 with activities
at 48 and 144 hpi of 14.2 and 29.5 pkat per mg pro-
tein 4.2 and 45.4 pkat per mg for 32.1 and 71.5 pkat
per mg respectively. Secondly, after 24–48 hpi, LOX
activities remained constant or slightly decreased till
144 hpi for the interactions AcB2 ⁄Xcm 1 and
AcB2 ⁄Xcm 18 and Acb6 ⁄Xcm 1, with activities at 48
and 144 hpi of 50.2 and 24.5, 46.0 and 35.1, 83.9 and
90.0 pkat per mg protein, respectively. Lastly, LOX
activities rose rapidly in the first 24 hpi, but could not
be followed up after 48 hpi due to damaged tissues
with activities at 24 and 48 hpi of 71.0 and 87.8 pkat
per mg protein for RébaB2B3 ⁄Xcm 1, 113.9 and
61.4 pkat per mg protein for RébaB2B3 ⁄Xcm 18, 48.6
and 58.6 pkat per mg protein for S295B12 ⁄Xcm 1 and
63.6 and 51.7 pkat per mg protein for S295B12 ⁄Xcm
18, respectively.
Acala 44E showed no LOX activities whatever the

treatment, with the exception of a slight increase when
interacting with Xcm 1.

Analysis of GhLOX1 transcription during interactions

Transcription activity of the GhLOX1 gene was analy-
sed for all different tested interactions at five time-
points: 4, 9, 24, 48 and 144 hpi (Fig. 5). The later
point was absent from the analysis for genotypes
RébaB2B3 and S295B12 with Xcm 1 and Xcm 18, as
tissues were too dry to perform RNA extraction. RT-
PCR experiments were performed using GhLOX1 spe-
cific primers. The expression of cotton actin gene
served as an experimental control, showing similar
expression levels during all the sampling time points
for the different tested interactions (data not shown).

Table 1
Observed type of symptoms for the different interactions tested

Xcm 1 Xcm 18 Xcm 20

RébaB2B3 Phenotype observed HR HR S
Type of symptoms 1 1

AcB2 Phenotype observed HR undetermined S
Type of symptoms 2

Acb6 Phenotype observed HR undetermined S
Type of symptoms 2

EmpB2b6 Phenotype observed HR HR S
Type of symptoms 1 1

S295B12 Phenotype observed HR HR S
Type of symptoms 1 1

Acala 44E Phenotype observed S S S
Type of symptoms

HR, hypersensitive reaction; S, sensitive; undetermined.
Two types of HR symptoms were observed. Type 1 corresponded to
dry lesions associated with necrosis and bleaching of tissues and
brown pigmentation in the veins, while Type 2 showed dry lesions
surrounded by milder symptoms.

(a) (b) (c)

Fig. 2 Types of hypersensitive reaction lesions observed. (a) and (b) show symptoms of interactions RébaB2B3 ⁄Xcm 18 at 72 hpi and
Acb6 ⁄ Xcm 1 at 240 hpi, respectively, (c) shows symptoms of susceptible phenotype, with RébaB2B3 ⁄ Xcm 20 interaction at 240 hpi
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The low constitutive expression of GhLOX1 was rep-
resented by a faint band observed for some interac-
tions at all points. However, in some cases, the PCR
products were not abundant enough to be detected on
UV light with the PCR conditions used, and no band
could be detected. These two situations (presence of
faint band or no band) showed no specific expression
of GhLOX1. That was the case of several interactions
such as AcB2B3 ⁄Xcm20, AcB2B3 ⁄H2O, AcB2 ⁄Xcm
20, AcB2 ⁄H2O, S295B12 ⁄Xcm 20, S295B12 ⁄H2O,
Acb6 ⁄Xcm 18, Acb6 ⁄Xcm 1, Acb6 ⁄Xcm 20, Acb6 ⁄H2O,

EmpB2b6 ⁄Xcm 20, EmpB2b6 ⁄H20, Acala44E ⁄Xcm 18,
Acala44E ⁄Xcm 1, Acala44E ⁄Xcm 20 and Acal-
a44E ⁄H20. A higher accumulation of GhLOX1 tran-
scripts were noted for interactions RébaB2B3 ⁄Xcm 18,
RébaB2B3 ⁄Xcm 1, AcB2 ⁄Xcm 18, AcB2 ⁄Xcm 1,
S295B12 ⁄Xcm 18, S295B12 ⁄Xcm 1, EmpB2b6 ⁄Xcm 18
and EmpB2b6 ⁄Xcm 1, displaying a specific expression
of GhLOX1.

Discussion
Interactions between G. hirsutum and the bacterial
pathogen X. campestris pv. malvacearum are under-
stood in the context of the gene-for-gene concept. The
latter predicts that pathogen virulence and plant resis-
tance result if the pathogen avr gene product and the
corresponding plant R gene product interact either
directly or indirectly (Dangl and Jones, 2001).

Several major R genes or polygene complexes (B
genes) conferring cotton resistance to the bacterial
blight disease were identified and reviewed (Hillocks,
1992). Some of them were used in an established panel
of differential cotton hosts to test Xcm strains, leading
to the identification of 22 races (Follin, 1983; Follin
et al., 1988; Brinkerhoff, 1970; Hunter et al., 1968; Del-
annoy et al., 2005). Improvement in cotton resistance
in the field against multiple races of Xcm was obtained
by pyramiding B R genes in cotton lines (Bird, 1982;
Brinkerhoff et al., 1984; Bayles et al., 2003) and by the
development of a set of NILs to obtain homozygous
lines for a single B R gene (Essenberg et al., 2002;
Wright et al., 1998). Our present analysis involved the
combination of six cotton genotypes and three Xcm
races (1, 18, 20), thus eighteen possible interactions.
The Acala 44E genotype did not contain B R genes
and was expected to be susceptible to all known Xcm
races. RébaB2B3 combined B2 and B3 R genes, which
confer resistance to a large number of Xcm races.
Resistance in AcB2, Acb6, S295B12 and EmpB2b6 NILs
to Xcm 1, Xcm 18 and 20 needed to be tested.

Analysis of the interaction phenotype was conducted
over a period of 240 hpi. No HR symptoms were
observed on interactions with the genotype Acala 44E,
whatever the inoculated races, consistent with this
line�s lack of R genes. However, the genotype
RébaB2B3 showed strong HR symptoms, starting at
48 hpi for Xcm 1 and Xcm 18 inoculated plants, but
no HR symptoms for Xcm 20 treated ones. These
observations were in accordance with what was known
on pyramiding the B2 R gene with the B3 R gene that
brought resistance to all races but Xcm 20, 21, 22
(Delannoy et al., 2005). Presence of a B R gene in
NILs brought up HR symptoms for all plants inocu-
lated with Xcm 1, but only for S295B12 and EmpB2b6
with Xcm 18. Interactions Acb6 ⁄Xcm 18 and
AcB2 ⁄Xcm 18 did not lead to HR symptoms.

In the widely studied model of interaction
RébaB2B3 ⁄Xcm 18, HR symptoms as dry lesions
exhibiting cells with condensed cytoplasm were corre-
lated with typical tissue dehydration (Jalloul et al.,
2002). Our analysis showed that water loss of tissues

Fig. 3 Water loss in Xcm 1-, Xcm 18-, Xcm 20- and water-infiltrated
cotyledons of the different genotypes analysed RébaB2B3, AcB2,
Acb6, EmpB2b6, S295B12 and Acala 44E. Time course ranged from 4
to 144 h post–treatment
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was observed for all interactions developing HR symp-
toms, and was more extensive with type 1 HR symp-
toms (i.e. with genotypes RébaB2B3, S295B12 and
EmpB2b6 combined with Xcm 1 and Xcm 18).

Tissue dehydration was the result of plasma mem-
brane degradation due to massive production of poly-
unsaturated fatty acid hydroperoxides. Correlation
between lipid peroxidation and hypersensitive cell
death was demonstrated by the establishment of a
LOX-mediated production of 9 S-hydroxy fatty acids
(Jalloul et al., 2002, Montillet et al., 2002). During the
interactions selected in the present analysis, total LOX

activity measured over a period of 144 hpi when per-
mitted (when tissues were not too dry) revealed that
kinetics of LOX activities were quite different depend-
ing on the interaction. However, within any given cot-
ton line, it appeared that LOX activity was stronger
when plants displayed HR symptoms, compared with
that detected during disease. Differences were quite sig-
nificant at 24 hpi when early symptoms of HR were
observed (i.e. RébaB2B3 ⁄Xcm 1, RébaB2B3 ⁄Xcm 18,
S295B12 ⁄Xcm 1 and S295B12 ⁄Xcm 18), and at 144 hpi
for interactions developing late symptoms (i.e.
AcB2 ⁄Xcm 1, AcB2 ⁄Xcm 18, Acb6 ⁄Xcm 1, Acb6 ⁄Xcm
18, EmpB2b6 ⁄Xcm 1 and EmpB2b6 ⁄Xcm 18).
When the cv RébaB2B3 was challenged with Xcm 18,

GhLOX1 (a gene coding for a putative 9-LOX) was
cloned and found to be highly expressed, suggesting that
GhLOX1 was associated with the HR (Marmey et al.,
2007). Similarly, a higher accumulation of GhLOX1
transcripts were observed for interactions that devel-
oped HR symptoms, with the exception of the interac-
tion Acb6 ⁄Xcm 1 where transcripts levels did not appear
significantly more abundant compared with Acb6 ⁄Xcm
18 or Acb6 ⁄Xcm 20. Isolation and sequencing of the
RT-PCR products were performed in all cases display-
ing sequences of amplified products 100% identical to
GhLOX1 sequence (data not shown).
This study showed that the LOX enzymatic and

transcriptional response is associated with resistance of
various cotton genotypes to the bacterial blight caused
by Xcm race 1 and race 18. LOX activity, GhLOX1
gene expression and the resulting water loss of HR
cells generally paralleled the HR phenotype, although
diversity in the responses was observed in the pheno-
type exhibited, and at biochemical and molecular lev-
els. Plants tested contained different genes of resistance
and behaved differently when challenged by Xcm races.
Analysis regarding B2, b6 and B2b6 R genes indicated a
stronger HR phenotype when both B2 and b6 R genes
were present in the same line (EmpB2b6). But this
�additional� effect was not verified for LOX activity
and GhLOX1 transcription, suggesting that the biolog-
ical role of LOX-dependent lipid peroxidation was of
qualitative importance for the bacterial-induced HR
cell death. As little is known about activities of LOX
protein and LOX genes in planta regarding the inten-
sity and cellular location, their physiological signifi-
cance could be estimated through the analysis of their
activities in vitro only. Differences in the status of the
B R genes (dominant or recessive) and the genetic
background may explain variations observed in the
LOX enzymatic and transcriptional response. Single
B2 and b6 R genes were dominant and recessive,
respectively, in NILs with an Acala 44E genetic back-
ground (Essenberg et al., 2002), and type 2 HR symp-
toms were observed when HR occurred. With these R
genes cumulated in a NIL with an Empire genetic
background, the b6 R gene appeared to be recessive
(Wright et al., 1998), but increased resistance to Xcm
race 1 and race 18, with symptoms of type 1 observed
when HR occurred. This was in accordance with the

Fig. 4 Time course of 9S-lipoxygenase (LOX) activity in Xcm
1-, Xcm 18-, Xcm 20- and water-infiltrated cotyledons of the different
genotypes analysed RébaB2B3, AcB2, Acb6, EmpB2b6, S295B12 and
Acala 44E. LOX activity was measured using linoleic acid (18 : 2) as
substrate according to the UV method found in Material and Meth-
ods section. Time course ranged from 4 to 144 h post–treatment
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observation that the b6 locus modified the expression
of the B2 locus (Knight, 1953); more recent findings
did not confirm this conclusion when cotton resistance
was tested against Xcm race 2 and race 4 (Wright
et al., 1998), suggesting that the b6 locus may be
involved in a horizontal component of resistance. High
resistance of the genotype RébaB2B3 (exhibited by type
1 HR) could be explained by the capacity of the B3

allele to reduce the severity of disease caused by the
pathogen when associated with the B2 locus (Wright et
al., 1998). Unfortunately, we could not study the effect
on the resistance phenotype of a NIL containing single
B3 as a R gene challenged with Xcm 1 or Xcm 18, as
such a NIL was not available.

In conclusion, our study confirmed that LOXs are
involved in specific resistance of cotton to the bacterial
blight caused by Xcm. The degree of rapidity and
intensity of the LOX enzymatic and ⁄ or transcriptional
response may depend on the nature of the B R gene,
demonstrating the complexity of cotton resistance to
Xcm. Furthermore, analysis of the GhLOX1 transcrip-
tion revealed that this LOX response is most likely
9-LOX specific, with GhLOX1 being a key gene in this
pathway. It appeared that the LOX response, as inves-
tigated here, could be a valuable tool to evaluate phys-
iological variation in cotton resistance in geographical
areas (i.e. Africa) where R genes are known to be
overcome by virulent races of Xcm. This would be of
importance if the hypothesis of the African origin of
Xcm is confirmed.

Acknowledgements

We thank J. Aribi for technical assistance in the greenhouse work. We

thank M. Essenberg for the gift of seed of cotton genotypes Acala

44E, Acala B2 and Acala b6, and for critical reading of the manuscript.

References

Bayles MB, Essenberg M, Pierce ML, Verhalen L. (2003) A pyram-

iding of near-isogenic lines of cotton with 0, 1, 2 or 3 genes for

bacterial blight resistance. Phytopathology 93:S97.

Bird L. (1982) The MAR (multi-adversity resistance) system for

genetic improvement of cotton. Plant Dis 66:172–176.

Brinkerhoff L. (1970) Variation in Xanthomonas malvacearum and its

relation to control. Annu Rev Phytopathol 8:85–110.

Brinkerhoff L, Verhalen L, Johnson WM, Essenberg M, Richardson P.

(1984) Development of immunity to bacterial blight of cotton and

its implications for other diseases. Plant Dis 68:168–173.

Dai G, Nicole M, Martinez C, Bresson E, Daniel JF, Andary C,

Geiger JP. (1996) Flavonoids accumulate in cell walls, middle

lamellae and callose-rich papillae during an incompatible interac-

tion between Xanthomonas campestris pv. malvacearum (Race 18)

and cotton. Physiol Mol Plant Pathol 49:285–306.

Dangl JL, Jones JDG. (2001) Plant pathogens and integrated defence

responses to infection. Nature 411:826–833.

De Feyter R, Mc Fadden H, Dennis L. (1998) Five avirulence genes

from Xanthomonas campestris pv. malvacearum cause genotype-

specific cell death when expressed transiently in cotton. Mol Plant

Microbe Interact 11:1030–1038.

De Feyter R, Yang Y, Gabriel DW. (1993) Gene-for-genes interac-

tions between cotton R genes and Xanthomonas campestris pv.

malvacearum avr genes. Mol Plant Microbe Interact 6:225–237.

Delannoy E, Jalloul A, Assigbetse K, Marmey P, Geiger JP, Lhermi-

nier J, Daniel JF, Martinez C, Nicole M. (2003) Activity of class

III peroxidases in the defense of cotton to bacterial blight. Mol

Plant Microbe Interact 16:1030–1038.

Delannoy E, Lyon BR, Marmey P, Jalloul A, Daniel JF, Montillet

JL, Essenberg M, Nicole M. (2005) Resistance of cotton toward

Xanthomonas campestris pv. malvacearum. Annu Rev Phytopathol

43:63–82.

Essenberg M, Bayles MB, Samad R, Hall J, Brinkerhoff L, Verhalen L.

(2002) Four near-isogenic lines of cotton with different genes for

bacterial blight resistance. Phytopathology 92:1323–1328.

Essenberg M, Grover PBJ, Cover E. (1990) Accumulation of anti-

bacterial sesquiterpenoids in bacterially inoculated Gossypium

leaves and cotyledons. Phytochemistry 29:3107–3113.

Farmer EE. (1994) Fatty acid signalling in plants and their associ-

ated microorganisms. Plant Mol Biol 26:1423–1437.

Fig. 5 Reverse transcription-PCR
analysis of cotton GhLOX1 gene
in Xcm 1-, Xcm 18-, Xcm 20- and
water-infiltrated cotyledons of the
different genotypes. RébaB2B3,
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CONCLUSION 

 

 L’objectif initial de cette première partie de mes travaux de thèse était de vérifier si la 

transcription du gène GhLOX1pouvait servir de marqueur de résistance du cotonnier à Xcm. Si sa 

place dans la séquence d’évènements liée à l’exécution de la mort cellulaire de type hypersensible 

a été démontrée chez le génotype Réba B50 porteur des gènes de résistance B2B3, aucun élément 

expérimental ne permettait de préciser si le gène GhLOX 1 était exprimé chez d’autres variétés de 

cotonnier déclenchant une HR à la bactériose. Bien que l’activité de lipoxygénases ait pu être 

caractérisée dans d’autres pathosystèmes (tabac, Arabidopsis… ), il paraissait nécessaire de vérifier 

le caractère général de cette réponse au sein de plusieurs génotypes de cotonnier contenant des 

gènes de résistance différents. 

 Les résultats de mes travaux montrent en effet que l’activité du gène GhLOX1 est 

détectée au niveau transcriptionnel associée une activité enzymatique dans les tous les cultivars 

présentant une HR à Xcm. Même si l’ensemble de la gamme d’hôte permettant d’affirmer le 

déterminisme génétique de la résistance (Follin, 1983 ; Follin et al., 1988 ; Gabriel et al., 1996) n’a 

pas été testé en raison de l’indisponibilité de certains de ses génotypes, nous pouvons fortement 

suggérer que l’activité du gène GhLOX1 peut être considérée comme un marqueur de la 

résistance du cotonnier à la bactériose. L’utilisation de lignées quasi-isogéniques ne portant qu’un 

seul gène R (Essenberg et al., 2002) conforte cette hypothèse, mais révèle par ailleurs la 

complexité du déterminisme génétique et de la nature de l’expression de la résistance, le cotonnier 

étant en effet une espèce allotétraploide (Wright et al., 1996).  

 D’un point de vue strictement physiologique, on peut s’interroger sur les mécanismes 

associés à, voire dépendant de, l’activité du gène GhLOX1et leur conservation au sein des autres 

génotypes de cotonnier. Il a en effet été démontrée que le fonctionnement des gènes LOXs était 

étroitement lié à celui des acyl hydrolases de lipides (LAH), ou patatines, présentant une activité 

galactolipase (Cacas et al., 2005). Ces auteurs suggèrent que ces LAH fournissent les 9-LOXs en 

substrats issus de l’hydrolyse des galactolipides des enveloppes des chloroplastes. Chez le tabac 

trois des quatre gènes LAH sont induits suite à une infection par le VMT (Dhondt et al., 2000). 

Le protéines recombinantes de deux d’entre-eux affichent à la fois une activité phospholipase et 

galactolipase (Heitz et al., 2004). Une activité galactolipase a de même été révélée chez le gène 

NtPat1-3 suite à un traitement à la cryptogéine et une inoculation par une souche avirulente de 

Ralstonia solanacearum (Cacas et al., 2005). Ces données militent en faveur d’une coexpression des 
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gènes LOX et LAH dans le mécanisme de peroxydation des lipides et nous ont incité à 

rechercher si un tel mécanisme intervenait également chez le cotonnier durant le HR à Xcm.  

 Les travaux auxquels j’ai participé ont permis d’identifier et de cloner un gène de patatine 

GhPat1 (Cacas et al., 2008). Une étude biochimique et moléculaire a montré que l’expression de ce 

gène était stimulée pendant la réaction incompatible entre le cultivar Réba B50 du cotonnier et 

Xcm race 18. La transcription du gène GhPat1 précède l’activité galactolipase correspondante et 

les symptômes de mort cellulaire des tissues infectés. L’analyse de la séquence protéique révèle 

également que les acides aminés du site catalytique et son organisation tridimensionnelle sont 

conservés parmi les protéines de type patatine chez les plantes. Sur la base de ces résultats nous 

proposons (1) que le gène GhPat1, participe à la mobilisation de acides gras polyinsaturés des 

membranes chloroplastiques utilisés par la 9S-LOX pour initier la peroxydation des lipides 

accompagnant la HR du cotonnier, et (2) que le point de départ du métabolisme des oxylipines 

qui requiert l’action combinée des LAH et des LOXs est conservée chez le cotonnier et le tabac.  

 

 Pour étayer cette hypothèse, il serait séduisant de conduire des expérimentations 

complémentaires :  

- la première serait de vérifier si la transcription de GhPat1 est également activée dans d’autres 

couples cotonnier-Xcm comme cela a été fait dans ce chapitre avec le gène GhLOX1.  

- la seconde consisterait à produire la protéine recombinante GhPat1 et d’analyser la spécificité de 

son substrat.  

- la troisième reposerait sur la suppression de l’expression des gènes GhPat1 et GhLOX1 en 

utilisant la technique d’extinction transitoire par RNAi. 

 L’ensemble de ces résultats potentiels devrait renforcer la place du couple patatine-

lipoxygénase dans l’exécution de la mort cellulaire de type hypersensible. 

 

La suite de mon travail de thèse est cependant restée centrée sur le gène GhLOX1 pour lequel j’ai 

entrepris l’analyse fonctionnelle dont la démarche mise en œuvre fait l’objet du corps du chapitre 

suivant. 
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I. INTRODUCTION 
Les travaux antérieurs conduits au laboratoire sur les mécanismes de la RH du cotonnier en 

réponse à l’agent pathogène Xcm ont montré que la peroxydation des lipides membranaires des 

cellules de cotonnier résistants était associée à une activité 9S-LOX (Jalloul, 2002). Elle est 

précédée par la transcription du gène GhLOX1 et coïncide avec la perte en eau des tissus et 

l’apparition des lésions nécrotiques (Jalloul et al., 2002). L’analyse de la séquence de ce gène a 

suggéré que l’activité enzymatique de la protéine pour laquelle elle code pourrait être liée à une 

activité de type 9-LOX. La transcription du gène GhLOX1 est inductible par des traitements à 

l’AJ, comme le laissait supposer la séquence de son promoteur (Marmey et al., 2007). L’activité 

LOX et la transcription du gène GhLOX1 sont spécifiquement stimulées dans les réactions 

incompatibles de plusieurs génotypes de cotonnier confrontés à diverses races de Xcm, supposant 

que GhLOX1 pouvait être un marqueur de la RH du cotonnier à la bactériose (Sayegh-Alhamdia 

et al., 2008). Cette observation va dans le sens de ceux de Montillet et al. (2002) pour lesquels 

l’induction de l’expression de gènes LOX est une signature spécifique de la RH. En étudiant le 

métabolisme des hydroperoxydes au cours des interactions biotiques compatibles et 

incompatibles dans le tabac et Arabidopsis thaliana, ces auteurs ont montré que les oxylipines 9-

LOX-dépendantes s’accumulaient dans le tabac infecté soit par le virus de la mosaïque du tabac 

(VMT), soit par la race avirulente de Ralstonia solanacearum. Chez Arabidopsis, ils ont 

principalement observé l'accumulation de métabolites de type 13S dans des feuilles en réponse à 

la harpine, et pendant différentes interactions incompatibles. D’une manière plus générale, dans 

diverses interactions spécifiques race-cultivar notamment, tabac-P. parasitica nicotianae (Véronési et 

al., 1996), pomme de terre P. infestans (Kolomiets et al., 2000), tomate-Pseudomonas syringae (Koch et 

al., 1992), riz-Magnaporthe grisea (Peng et al., 1994), les LOX sont induites plutôt pendant la 

résistance que durant la maladie soutenant donc fortement l’idée selon laquelle ces enzymes 

seraient déterminantes dans l’exécution de la mort cellulaire hypersensible. 

     Ces dernières années, la transformation génétique a été un outil largement utilisé dans 

l’étude de la fonction des gènes dans la RH, notamment grâce à la disponibilité de mutants chez 

A. thaliana. Par exemple, le modèle transgénique composé d'un gène codant la protéine avirulente 

AvrRpm1, ou AvrRpt2 de P. syringae, sous le contrôle d’un promoteur inductible par la 

dexamethasone a été employé pour étudier le rôle des oxylipines dans la défense. Il a permis de 
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démontrer que la reconnaissance de cette protéine AvrRpm1 par la plante  induit la synthèse des 

oxylipines 9- ou 13-LOX-dépendantes et l’accumulation d’AJ (Anderson et al., 2006). D’autres 

éléments soutenant le rôle essentiel des LOX dans la résistance des plantes aux insectes et aux 

agents pathogènes ont été fournis par des expériences de stimulation ou de suppression de leur 

fonction. Ce fut le cas chez le tabac où l'activité LOX a été augmentée suite à l'introduction de la 

LOX2 d'embryon de soja de spécificité non déterminée (Deng et al. 1992) ou d’une LOX (9/13 

LOX ?) de concombre (Hause et al., 2000).  

    Mais à notre connaissance, peu de références mentionnent une approche génétique qui 

démontre de manière formelle la fonction biologique de gènes LOX en utilisant des plantes 

mutantes altérées dans leur expression. Il a ainsi été démontré que l’inhibition de LOX bloquait 

l’induction des mécanismes de défense chez certaines plantes et engendrait une sensibilité accrue 

aux agents pathogènes. Les résultats des travaux de Vellosillo et al. (2007) vont dans ce sens 

puisqu’ils révèlent que dans le mutant noxy2 (nonresponding to oxylipins2) d’Arabidopsis, déficient 

en activité 9-LOX, la perturbation de l’organogénèse racinaire est corrélée à une augmentation de 

la sensibilité à Pseudomonas. Ceci repose sur des mécanismes communs entre réactions de défense 

et développement racinaire qui corrèle la production des oxylipines de la voie des 9-LOX avec le 

blocage des parasites. Dans le cas de la stratégie antisens, la transformation de plantes de tabac 

par un ADNc antisens de LOX, probablement de type 9, rend ces plantes très sensibles à P. 

parasitica var. nicotianae (Rancé et al., 1998). La transformation de plantes de tomates et de pomme 

de terre par une sonde antisens de 13-LOX réduit la synthèse des inhibiteurs de protéases chez 

ces plantes et augmente ainsi leur sensibilités aux insectes (Royo et al., 1999). De façon similaire, 

la stratégie antisens appliquée au gène NaLOX3, une probable 13-LOX, réduit la défense du 

tabac N. attenuata contre l’herbivore Manduca sexta (Halitschke and Baldwin, 2003). Les plantes de 

riz transformées par une sonde antisens d’une 9-LOX3 sont devenues sensibles aux stress 

abiotiques (sécheresse) et biotiques (bactériose) comparées aux plantes non transgéniques (Nan-

nan et al., 2008). 

    Le rôle des 9-LOXs a également été appréhendé en utilisant la technique RNA 

interférant (RNAi) pour supprimer leur expression lors de la réponse de la pomme de terre à 

l'attaque P. syringae pv. maculicola. Son activité a ainsi été réduite dans les plantes transgéniques et 

l’accumulation des oxylipines enzymatiquement produites a été fortement réduite, bien que la 

quantité de peroxydes de lipides d'origine auto-oxydante ait augmenté (Gobël et al., 2003). Ceci a 

conduit ces auteurs à suggérer que la mort cellulaire de type hypersensible chez la pomme de 

terre pourrait être indépendante de l'origine des hydroperoxydes. Des plants de tabac transformés 

avec la séquence codante 9-LOX1 sous contrôle du promoteur CaMV 35S, ont vu leur sensibilité 
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diminuer après infection par la race virulente de P. parasitica nicotianae. C'était la première 

démonstration que la surexpression d'un gène 9-LOX est suffisante pour augmenter la résistance 

chez le tabac en réponse à un oomycète pathogène (Méne-Saffrané et al., 2003). La surexpression 

d’une 13-LOX chloroplastique RCI1 dans le riz a conduit à l'accumulation des transcrits PR1 

dans les feuilles transformées et à l'activité enzymatique de la protéine transgénique (Zabbai et al., 

2004). En outre, l'application exogène de 13-HOT est capable d'induire PR1. Ces résultats 

soutiennent le rôle de RCI1 dans la génération des molécules «signal» pendant l'établissement de 

la résistance chez le riz. 

 L’ensemble de ces données suggère donc fortement que les gènes LOX sont impliqués 

dans la régulation des mécanismes de la RH. Il s’appuie non seulement sur le fait que la fonction 

des LOXs dans les interactions plantes-parasites semble corrélée à la synthèse de composés avec 

une activité de signalisation (Creelman and Mullet, 1997; Parchmann et al., 1997) ou une activité 

antimicrobienne (Croft et al., 1993, Weber et al., 1999) mais aussi au développement de la RH 

(Buonaurio and Servili, 1999; Gobël et al., 2001; Kolomiets et al., 2000; Véronési et al., 1996; 

Rustérucci et al., 1999; Montillet et al., 2002). Rustérucci et al. (1999) ont démontré dans le cas du 

tabac le rôle direct des 9-LOXs dans la peroxydation des lipides durant la RH. Plus précisément, 

ces auteurs ont révélé que deux LOXs étaient nécessaires à l’installation de la RH: une 13-LOX 

pour la synthèse de l’AJ et une 9-LOX pour la peroxydation des acides gras, conduisant à la 

détérioration des membranes et à la mort cellulaire.  

 La seconde partie de mon projet de thèse s’inscrit donc logiquement dans la continuité 

des recherches entreprises sur la peroxydation des lipides chez le cotonnier en situation de 

résistance spécifique. Dans ce cas, la question de la fonction du gène GhLOX1 dans la stratégie 

de défense à Xcm reste en suspend. Il s’avère donc très intéressant, et nécessaire, d’étudier plus 

finement le rôle de ce gène dans la HR du cotonnier afin de contribuer à la compréhension 

générale de la place de cette famille de gènes dans la résistance des plantes. 

 Le but de mon travail exposé dans ce second chapitre a été d’initier l’analyse fonctionnelle 

du gène GhLOX1. L’obtention de cotylédons de cotonnier transgéniques surexprimant GhLOX1 

par transformation transitoire, outil mis au point dans l’unité (Champion et al., non publiés), a été 

une étape préliminaire prépondérante pour mener à bien ce projet. L’obtention de lignées 

transgéniques stables de cotonnier est longue et coûteuse. Les chances de succès sont 

dépendantes de la variété utilisée, dues essentiellement à des problèmes de régénération in vitro. 

Une alternative serait l’utilisation de la transformation transitoire du cotonnier. Les techniques de 

transformation du cotonnier sont relativement bien documentées mais concerne principalement 

la transformation stable de la plante. La co-culture d’A. tumefaciens avec des tissus végétaux 
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(fragments d’hypocotyle ou disques foliaires) et la biolistique (bombardement sur cals ou discs 

foliaires) sont les approches les plus couramment utilisées.  

Ces techniques se heurtent cependant à différents problèmes:  

- une faible efficacité de transformation, par exemple seules les cellules du pourtour du disque 

foliaire co-cultivé avec A. tumefaciens sont transformées, 

- pas d’utilisation de la plante entière comme matériel transformable, or les tests de pathogénie 

réalisés au laboratoire sont effectués en serre sur les cotylédons de cotonniers cultivés en pot, 

- les tissus sont blessés dés le début de l’expérience (disques foliaires, fragments d’hypocotyle), 

or la blessure peut générer une activité lipoxygénase «parasite». 

Partant du constat (1) qu’il est possible d’infiltrer les cotylédons d’un cotonnier d’environ 10 à 12 

jours avec Xcm et (2) que l’agroinfiltration est une stratégie de transformation efficace pour de 

nombreuses espèces végétales, nous avons choisi de tester l’agro-infiltration chez le cotonnier. 

Deux questions se sont posées:  

- Peut-on transformer de manière efficace les cotylédons du cotonnier par agro-infiltration ? 

- L’agro-infiltration est t-elle compatible dans le cadre de l’étude du pathosystème Xanthomonas 

/ Gossypium  hirsutum ? 

 Par ailleurs, Afin de valider cet outil dans le cadre de l’analyse fonctionnelle du gène 

GhLOX1 nous avons entrepris une série d’expérimentations complémentaires indispensables à sa 

mise en œuvre. Un test in vitro de compatibilité entre Agrobacterium et Xcm a été réalisé afin de 

vérifier d’une éventuelle compétition entre les deux microorganismes. L’effet d’Agrobacterium 

après infiltration in planta sur certaines réponses de défense de la plante a également été effectué 

en étudiant l’induction de deux groupes de gènes, ceux de la voie des octadecanoïdes et ceux 

codant pour les gènes GhERF, les facteurs de transcription de la famille ERF (Ethylen Reponsive 

Factor). L’ADNc du gène GhLOX1 disponible dans le laboratoire a facilité l’initiation de l’étude 

de la fonction de ce gène; différentes constructions ont été générées et introduites dans une 

souche d’A. tumefaciens. Nous avons alors analysé les conséquences de la surexpression du gène 

GhLOX1 sur la mise en place de la HR, suivies au plan biochimique par la mesure de l’activité 

LOX dosée par spectrophotométrie et au plan moléculaire par quantification en temps réel du 

fonctionnement du gène. 
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I. MATERIELS ET METHODES 

A. Matériel végétal 
 Deux cultivars de cotonnier de Gossypium hirsutum âgés de 10-12 jours sont utilisés pour 

nos expérimentations (i) Réba B-50 qui contient les gènes B2B3 pour la résistance à toutes les 

races de Xcm, y compris la race 18, excepté la race 20 (Hillocks, 1992 ; Innes, 1983) et (ii) Acala 

44 qui ne possède pas de gènes de résistance. Ces plantes ont été cultivées en serre sous lumière 

normale à 24 ou 29°C et à l'humidité relative moyenne de 70%.  

 

B. Souches bactériennes et préparation des solutions bactériennes  
 1. Les souches virulentes et avirulentes de la bactérie Xcm races 18, 20   
 Ces souches ont été maintenues à 30°C sur milieu solide Agar de LPG (0.5% extrait de 

levure de w/v, 0.5% peptone bactériologique de w/v, 0.5% glucose de w/v comme source de 

carbone, solidifiée avec l'Agar de 1.5% w/v ; Difco, Detroit, MI). Pour l'inoculation, des bactéries 

sont mises à croître dans 150 ml de milieu de LPG dans un incubateur vibratile à 150 rpm/min à 

30°C. Après 18 h, les cultures ont été lavées à l'eau par centrifugation à 10 000 g pendant 10 min. 

Le culot bactérien est alors remis en suspension dans l'eau et ajusté par spectrophotométrie pour 

obtenir une densité optique (600 nm) finale égale à 0,1 correspondant à environ 108cfu /ml. 

 2. Les souches d’Agrobacterium tumefaciens 
  Différentes souches d’A. tumefaciens utilisées (Tableau 1), quelques une destinées pour la 

transformation transitoire (N°1 à 30), des autres destinées pour étudier l’effet d’Agrobacterium sur 

certaines réponses de défense (N°1, 13 et 31), et une souche destinée pour l’expérience de la 

fonction biologique du gène GhLOX1(N°13). Ces souches ont été cultivées sur un milieu solide 

Agar de LB contenant les antibiotiques adaptés à la souche d’A. tumefaciens utilisée (Rifampicine 

20 Ƭg/mL, Kanamycine 50 Ƭg/mL et Gentamicine 40 Ƭg/mL) à 30°C jusqu’à l’obtention des 

colonies. Une colonie a été ensemencée dans du milieu liquide LB avec les antibiotiques et placée 

sous agitation (180 tours/min) jusqu’à obtention d’une DO=0.7-0.9  à 29°C. Après centrifugation 

(15 min à 3000 rpm), le culot a été mis en suspension dans une solution d’infiltration contenant 

du MgSO4 à une concentration de 10 mM, du MES de 20 mM et de l’acétosyringone de 200µM 

pour obtenir une densité optique (600 nm) finale égale à 0,5. L’inoculum a été laissé à 

température ambiante 2-3h avant la réalisation des agroinfiltrations, et comme témoin négatif, les 

plantes sont infiltrées par la solution d’infiltration. 

 3. Les cellules compétentes Escherichia coli  10 TOPO (Invitrogen).  
           Au cours de l’étude sur la fonction biologique du gène GhLOX1, deux souches de cellules 

compétentes d’E. coli ont été utilisées et transformées. 
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             a. Les cellules compétentes d’E. coli  (One Shot® TOP 10)  

             Un Ƭl du vecteur pENTR™/D-TOPO® et 1 Ƭl de solution saline (pENTR™ 

Directional TOPO® Cloning Kits) ont été ajoutés à 4 Ƭl du produit de la réaction de PCR 

(mentionné ultérieurement F-2-b). La totalité de ce milieu réactionnel est incubé 20min à 22,5°C. 

Après cette incubation, 2µl de milieu réactionnel sont ajoutés à un tube de bactéries compétentes 

One Shot® TOP 10 E. coli (50 µl) et laissé 30 min dans la glace. Un choc thermique est alors 

effectué en plaçant successivement le tube 30s à 42°C puis 2 min sur la glace. Du milieu SOC 

(250 Ƭl) est ajouté puis le tube est incubé 1h à 37°C. La suspension bactérienne (50 et 100 Ƭl) est 

étalée sur des boîtes de Petri contenant du milieu LB agar et de la kanamycine à 50 Ƭg/mL. Après 

une nuit d’incubation à 37°C, seules les bactéries ayant incorporé le vecteur sont résistantes à la 

kanamycine.  

             b. les cellules compétentes d’E. coli (One Shot® OmniMAXTM2T1)  

               Les produits des réactions LR (1µl) (motionné ultérieurement F-2-c) ont été 

utilisés pour transformer des cellules compétentes d’E. coli One Shot® OmniMAXTM2T1 (50 µl). 

Ces cellules sont soumises au même protocole que celui appliqué aux cellules compétentes d’E. 

coli One Shot® TOP10. 

 4.  Conditions d’inoculations et de prélèvements  
         L’infiltration des cotylédons du cotonnier, âgés de 10-12 jours, par Xcm ou Agrobacterium 

est réalisée à l’aide d’une seringue sans aiguille en faisant pénétrer la suspension bactérienne à la 

face inférieure du cotylédon. Les cotylédons sont prélevés pour les différentes analyses en 

respectant le cinétique déterminée (0, 9, 15, 24, 48 hpi). 

 

C.  Transformation transitoire du cotonnier 

 Afin d’évaluer l’efficacité de la transformation, trente souches d’A. tumefaciens disponibles 

au laboratoire (Tableau 1) ont été testées. Ces souches possèdent le gène rapporteur de la Ƣ-

glucuronidase (GUS) porteur d’un intron et placé sous le contrôle d’un promoteur fort (pCaMV-

35S) ou (pACT). Cinq souches d’A. tumefaciens parmi les trente (LBA1119-P35S-GUS, LBA4404-

P35S-GUS, Gv2260-P35S-GUS, Gv3101-P35S-GUS et AGL1-P35S-GUS) ont été retenues Au 

cours de ce travail, les 25 souches restant sont comparé avec les 5 souches testées auparavant. 

 1. Test histochimique GUS 
           Quarante-huit heures après l’agro-infiltration des cotylédons de cotonnier, et afin de 

mettre en évidence l’activité du gène GUS, les cotylédons transformés ont été mis en présence 

d’une solution colorante contenant l mg/ml de X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl Ƣ-D 

glucuronide), celui-ci va servir de substrat à la Ƣ-glucuronidase codée par le gène GUS dilué dans 
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un tampon approprié (20mM NaH2PO4, 30mM Na2HPO4, 0.25 mM K3Fe(CN)6, 0.25 mM 

K4Fe(CN)6, 0.5 % v/v Triton et  Dimethyl sulfoxide 10%). L’ensemble est placé durant 1h dans 

une cloche à vide permettant une meilleure infiltration des réactifs dans les différents tissus, puis 

incubé dans une étuve à 37°C jusqu’au lendemain. Après cette nuit d’incubation, les cotylédons 

sont placés dans la solution «chlorophyl remove» (45% éthanol 95%, 5% acide acétique glacial, 

10% formaldéhyde et 40% H2O), permettant la décoloration des tissus, pendant 1h puis et puis 

dans l’éthanol 95% plusieurs heures. 

 2. Dosage fluorimétrique de l’activité GUS 
  Les cotylédons transformés ont été prélevés à 0, 24 à 48 hpi et broyés avec du tampon 

d’extraction (0.1 volume de tampon 10xNa-phosphate/EDTA, 0.1% SLS 10% (N-

Laurylsarcosine), 0.1% Triton X-100 10% et 10mM mercaptoethanol). 

Dix µg de protéines extraites ont été soumis au dosage enzymatique de l'activité GUS en présence 

de 1mM de substrat (MUG (4-méthylumbelliféryl-Ƣ-D- glucuronide)) dans un volume réactionnel 

(tampon d’extraction/ MUG) de 200 Ƭl. Une gamme étalon de référence est réalisée par la 

mesure de la fluorescence de différentes concentrations de 4-méthylumbelliferone (MU) à l’aide 

d’un spectrophotomètre à fluorescence (Fluoroskan fluorimeter, Labsystem). La quantité de MU 

pour chaque échantillon a été rapportée à la gamme étalon. La concentration en protéine a été 

déterminée en accord avec le protocole décrit par Bradford (1976) avec l’albumine de serum de 

bovin (BSA) comme protéine standard. L’activité enzymatique GUS est exprimée en quantité de 

produit synthétisée par unité de temps et rapportée à une même quantité de protéines: pmol 

MU/min/Ƭg protéine.  

 

D. L’effet d’Agrobacterium sur certaines réponses de défense  

 Les cotylédons de la variété Réba B50 ont été inoculés par trois souches d’A. tumefaciens 

LBA1119, LBA1119-VIRGN54D ou LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron et par la solution 

d’infiltration servant comme control négatif, ils sont prélevées selon la cinétique (0, 9, 15, 24, 

48hpi). L’expression du gène GhLOX1 et deux groupes de gènes, ceux de la voie octadecoroide : 

GhAOS, GhAOC2, GhACX1a, GhACX1b, GhACX1c et JMT1 (voir introduction générale, figure 

12) et les gènes GhERF, facteur de transcription de la famille ERF (Ethylen Reponsive Factor) 

nommés GhERFIXa1, GhERFIXa2 et GhERFIXa3 (Champion et al., 2009), a été analysé par 

qPCR. Les séquences des amorces utilisées au cours des QPCR sont présentées dans le tableau 2.  
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E. La compatibilité entre Agrobacterium et Xcm in vitro. 
 La compatibilité entre Agrobacterium et Xcm a été examinée in vitro par une analyse de type 

«agar-diffusion», comme décrit par Volksch et al. (1993). Cette expérience a été effectuée sur les 

deux milieux solides décrits précédemment (Agar de LPG ou LB). Elle consiste à mettre un 

inoculum bactérien de Xcm 18 ou 20 au contact avec celui-ci de l’une des trois souches d’A. 

tumefaciens, LBA1119, LBA1119-VIRGN54D ou LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron. Après 

incubation à 30°C, on recherche l’existence d’inhibition de la croissance (activité antagoniste) de 

la souche de Xcm par celle d’A. tumefaciens. 

 

F. La fonction biologique du gène GhLOX1 

 1. Technologie Gateway: principe 
 Une collection de vecteurs binaire (Figure 1) a été choisi afin d’analyser la fonction et de 

la localisation de protéine d’intérêt GhLOX1 en utilisant le principe de clonage par 

recombinaison site-spécifique Gateway. La technologie Gateway est basée sur les propriétés du 

bactériophage ƫ à infecter les bactéries. L’insertion de l’ADN du phage dans le chromosome 

bactérien a lieu par recombinaison en des sites spécifiques. L’ADN du phage  ƫ  recombine dans 

le chromosome bactérien en utilisant le site spécifique du phage appelé attP (attachement Phage), 

et le site spécifique du chromosome bactérien appelé attB (attachement Bactérie). Quand l’ADN 

du phage  ƫ  est inséré dans le chromosome, il est lié par des sites attL et attR qui sont des 

hybrides des sites attB/attP. Cette insertion est appelée « recombinaison site-spécifique » et fait 

intervenir des enzymes spécifiques, BP clonase ou LR clonase. 

 2. Obtention des différentes constructions et souches bactériennes 
 Afin de comprendre l’effet de la surexpression, de visualiser la localisation intracellulaire 

et de réaliser l’extinction du gène GhLOX1 in planta, différentes constructions ont été produits à 

partir du clone d’ADNc du gène GhLOX1 disponible au laboratoire. 

  a. Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

  Toutes les PCR ont été réalisées avec le clone d’ADNc du gène GhLOX1, selon 

les instructions des fournisseurs, en utilisant une Taq DNA polymerase du fournisseur 

Invitrogen). Des amorces spécifiques (Tableau 3) contenant la séquence CACC, nécessaire pour 

le clonage directionnel (Figure 2), ont été dessinées pour chaque cas Les conditions de PCR, 

réalisées dans un volume final de 50 µl, étaient les suivantes : 94°C, 1 min ; 35 cycles de 94°C 

1min, 55°C 3 min et 72 °C, 3 min et enfin 72 °C, 10 min. Une réaction de PCR a été réalisée avec 

les oligonucléotides CA-GhLOX1F et CA-GhLOX1R, et pour effectuer une fusion C-terminal 

entre GhLOX1 et GFP, le codon d’arrêt a été supprimé, et la réaction de PCR a été conduite avec 

les oligonucléotides CA-GhLOX1F et CA-GhLOX1ΔStopR.  
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  b.  Clonage dans le vecteur pENTR /D/TOPO  

  Les fragments obtenus avec les couples CA-GhLOX1F / CA-GhLOX1R, CA-

GhLOX1F / CA-GhLOX1ΔStopR, ont été ligués grâce à la topoisomerase (Figure 2) dans le 

vecteur pENTR /D/TOPO (Figure 1.A) (Invitrogen, vecteur d’entrée) possédant le site attL. A 

partir de ces isomérisations, des cellules compétentes d’E. coli 10 TOPO ont été transformées et 

les plasmides vérifiés par le séquençage.   

  c. Une réaction LR   

  La réaction LR  recombine le clone d’entrée portant la séquence d’intérêt flanqué 

des sites attL (pENTR /D/TOPO) et un vecteur de destination (pDEST) portant une cassette 

Gateway flanquée des sites attR (Figure 3), les vecteurs de destination sont les suivants: pMDC32 

(Figure 1.B) utilisé pour les expériences de surexpression du gène GhLOX1, pMDC43 (Figure 

1.C) et pMDC83 (Figure 1.D) choisis pour réaliser les fonction C et N-terminale avec la GFP 

(Curtis et al., 2003). Donc, les clones issus de la PCR avec les oligonucléotides CA-GhLOX1F / 

CA-GhLOX1R ont été soumis à une LR avec les vecteurs pMDC32 (contenant un double 

promoteur 35S) et pMDC43 (qui possède un double promoteur 35S et permet la fusion à la 

séquence codante de la GFP en position 5’). Les clones issus de la PCR avec les oligonucléotides 

CA-GhLOX1F / CA-GhLOX1 Δ StopR ont été soumis à une réaction LR avec le vecteur 

pMDC83 (qui possède un double promoteur 35S et permet une fusion à la séquence codante de 

la GFP en position 3’). Les clones issus de la PCR avec les oligonucléotides CA-GhLOX1F/CA-

GhLOX1R500, CA-GhLOX1F1299/CA-GhLOX1R1799, et CA-GhLOX1F2098/CA-GhLOX1R 

ont été soumis à une réaction LR avec le vecteur pBIOS 738 (Figure 1.E). Les produits de ces 

réactions LR ont ensuite été utilisés pour transformer des cellules compétentes d’E. coli TOP10 et 

les clones positifs ont été vérifiés par le séquençage. Les différents vecteurs binaires obtenus ont 

ensuite été introduits par électrochoc dans la souche d’A. tumefaciens LBA1119-VIRGN54D, 2.5 

KV, 25µF et 200 Ω, ajout de 1mL de SOC et incubation 1-1.5h à 29°C puis étalement sur milieu 

LBA, 3jours à 29°C. 

 3. Transformation des cotylédons du cotonnier  
  Les solutions bactériennes d’A. tumefaciens LBA1119-VIRGN54D contenant une des 

constructions d’intérêt ont été préparées (sauf celles de l’expérience d’extinction) et pour chaque 

type de traitement, les inoculations des cotylédons sont faites sur des lots de plantes. Certaines 

sont dédiées à l’observation des symptômes (Reba B-50 et Acala 44), d’autres (Reba B-50) sont 

prélevées pour des analyses moléculaires ou biochimiques. Nous avons ainsi, pour chaque cas, la 

cinétique suivante 0, 9, 15, 24 et 48hpi, en utilisant trois plantes par temps. 

 4. Évaluation des activités transcriptionnelles du gène GhLOX1  
  a. Extraction des ARN et transcription inverse (RT) 
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  Les ARN de cotylédons de cotonnier ont été isolés à l’aide du kit (QIAGEN 

RNEASY) à partir de 100 mg de tissus congelés et broyés dans un mortier dans l’azote liquide. 

Les ARN ont été dosés par mesure de l’absorbance à 260nm (Nanodrop) en considérant qu’une 

solution ayant une DO260 égale à 1 contient 40µg.mL-1 d’ARN. L’intégrité des ARN a été 

vérifiée par électrophorèse en gel d’agarose à 1%. Les ARN (1µg) sont convertis en ADNc en 

utilisant le Kit (Omniscript-Qiagen). 

  b.  Analyse de l'expression des gènes d'intérêt par QPCR   

  b.1 Principe 

  Le principe de la qPCR repose sur la possibilité de suivre la quantité d'ADN 

présente dans la réaction. Des sondes fluorescentes se fixent sur l'ADN double brin (technologie 

SYBR Green) et ne fluorescent qu'une fois fixées à l'ADN. Un seuil de fluorescence est établi par 

le programme de la machine de qPCR. Une fois que la quantité d'ADN permet aux sondes 

fluorescentes de dépasser ce seuil alors on obtient un numéro de cycle PCR appelé "Ct" pour 

"Cycle Threshold" ou cycle seuil. Cette valeur est à la base des calculs pour quantifier l'ADN de 

façon absolue ou relative. 

Il est important de connaître l'efficacité de la PCR. Pour cela, une PCR en temps réel est 

effectuée sur des échantillons de dilution sériée pour obtenir une courbe d'amplification qui doit 

être proche de 100% correspondant au couple d'amorces utilisé. La spécificité est déterminée par 

la courbe de dissociation qui ne doit révéler qu'un seul produit PCR amplifié. Si ces deux 

conditions ne sont pas respectées, il est nécessaire de rechercher d'autres couples d'amorces. Les 

oligonucléotides utilisés sont disponibles dans le tableau 2. 

  b.2 Conditions expérimentales 

  La qPCR réel est réalisée à l’aide du kit «Mesa green qPCR MasterMix plus for 

SYPR» (eurogentec) dans un volume total de 20 Ƭl incluant (4 Ƭl d'ADNc dilué 10 fois, 0,6 Ƭl de 

chaque amorce à 10 ƬM, 10 Ƭl du Mix 2X qui contient la taq polymérase, les nucléotides) et 4,8 Ƭl 

d'eau stérile. Des témoins sans ADNc ont été réalisés. Le programme PCR est le suivant: une 

étape de 2 min à 50°C suivie d’une seconde étape à 95°C pendant 10 min (phase de 

dénaturation), puis 45 cycles à 95°C/15s, 58°C/20s, 72°C/40s et un cycle de dissociation à 

95°C/1 min, 60°C/30s, 95°C/30s sur un thermocycleur MX 3500P (Stratagene). En fin de 

réaction, l'expression des gènes est calculée à partir du logiciel MXPro, et les valeurs obtenues 

sont normalisées par rapport à celles obtenues pour l’expression du gène de l’actine, GhACT2 

(Champion et al., 2009) considéré comme normalisateur et par rapport au calibrateur (T0, temps 

avant l'infection). 
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 5. Évaluation des activités totale de lipoxygénase 
 Des extraits de cotonnier ont été préparés selon le procédé décrit par Rustérucci et al., 

(1999) sur 1 g de tissus congelés de cotylédon transformé. L'extrait (0.5 ml) a été incubé pendant 

20 minà 25°C avec 1 ml  de la solution tampon de phosphate de sodium 250 mM (pH 7) et 5µl 

d'une solution éthanolique d'acide linoléique (100 mM). La réaction enzymatique a été arrêtée par 

l'addition de 70 µl de HClO4 (12 N) ;  les hydroperoxydes d’acides gras ont été extraits dans 2 ml 

d'hexane. Après avoir été bien mélangé (Vortex) l'absorbance à 234 nm de la phase organique 

supérieure a été mesurée au spectrophotomètre (Uvikon 922 ; Kontron, Marseille, France) contre 

un témoin contenant de l’hexane. La concentration en protéine a été déterminée en accord avec 

le protocole décrit par Bradford (1967) avec la (BSA) comme protéine standard. L'activité 

enzymatique est exprimée en picokatal par mg- 1 protéine en utilisant un coefficient d'extinction 

molaire pour les diènes conjugués de 25 000 M-1.cm-1.  

 

G. Microscopie à fluorescence  

 Les cotylédons infiltrés et transformés avec des souches d’A. tumefaciens contenant le gène 

GhLOX1 fusionné au gène codant la GFP dans sa partie N-terminale ou C-terminale et placé 

sous le contrôle du promoteur 35S, ont été examinés par microscopie à fluorescence à 470 nm 

(Leica MZ FLIII), longueur d’onde d’excitation pour la GFP. 

 

II. RESULTATS 

 

A.  Mesure de l’activité GUS  
 Puisque l’agroinfiltration est une stratégie de transformation efficace pour de 

nombreuses espèces végétales, nous avons choisi de l’appliquer au cotonnier en prenant soin de 

vérifier son efficacité et sa compatibilité dans le cadre de l’étude du pathosystème Xcm/G. 

hirsutum. 

Les cinq souches d’Agrobacterium testées (LBA1119-P35S-GUS, LBA4404-P35S-GUS, 

Gv2260-P35S-GUS, Gv3101-P35S-GUS et AGL1-P35S-GUS) ont montré des activités GUS 

significatives (Figure 4) comparées à celles obtenues avec les autres souches (résultats non 

-glucuronidase porteur d’un 

intron et placé sous le contrôle d’un promoteur fort (35S). L’activité GUS peut être suivie et 

dosée facilement dans les tissus transformés. Il est possible de détecter une activité GUS pour 

toutes les souches utilisées dès 24 hrs PI, avec un maximum à 48 hrs (Figure 4). Dans le but 

d’optimiser l’efficacité du transfert de l’ADNT, différents paramètres ont été testés comme la 



 

 

 

82 

température des serres et la concentration en bactéries. Les résultats n’ont pas montré de 

différences significatives.  

 S’il est possible de détecter une activité GUS, celle-ci est au moins 10 fois inférieure à 

celle obtenue chez le tabac (résultats non montrés). C’est pourquoi le système de transformation 

nommé « ternaire » a été testé. Ce système a permis pour de nombreuses espèces végétales 

d’augmenter la fréquence du transfert de l’ADN-T (Van der Fits et al, 2000). Schématiquement, 

après contact entre les agrobactéries et les cellules végétales blessées, les composés phénoliques, 

les oses et un pH acide vont créer un environnement favorable à l’induction des gènes vir. Le 

facteur de transcription VirG activé par phosphorylation peut induire l’expression des gènes vir 

nécessaire au transfert de l’ADN-T. Le système ternaire utilise une forme mutée de la protéine 

virG (virGN54D) mimant la forme active. Ce système a été introduit dans deux souches 

d’agrobactéries (LBA1119 et AGL1). Dans les deux cas (LBA1119 et AGL1), la présence de 

virGN54D permet d’augmenter de manière significative l’activité GUS (facteur supérieur à 10). 

De plus, les analyses histochimiques mettent en évidence la présence de cristaux indigo au niveau 

de l’ensemble de la zone infiltrée (Figure 5). L’étude qualitative et quantitative de l’activité -

glucuronidase démontre que l’agroinfiltration combinée au système ternaire est une approche 

efficace pour la transformation génétique transitoire du cotonnier. 

D’autre part, L’analyse de la compatibilité dans le pathosystème Xanthomonas / G. hirsutum 

montre qu’en présence d’agrobactéries, les souches virulente ou avirulente de Xanthomonas sont 

capables d’induire la maladie ou le phénotype de la RH. En outre, en présence de Xanthomonas, 

une activité -glucuronidase est détectable in planta, démontrant la viabilité des souches d’A. 

tumefaciens. 

 

B.  Compatibilité entre Agrobacterium ssp. et Xcm in vitro. 
Après avoir mis en contact les souches de Xcm 18 ou Xcm 20 avec celles d’A. tumefaciens 

(LBA1119, LBA1119-VIRGN54D ou LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron) (Figure 6) sur 

deux milieux, Agar de LPG ou LB, aucune activité antagoniste n’a été observée entre-elles. Ceci 

permet de penser qu’il est probable qu’il n’y ait pas de compétition importante de croissance in 

planta entre les souches testées.  
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C. Effet d’Agrobacterium sur certaines réponses de défense de la plante agrotransformée. 
 L’activité totale LOX soit dans les cotylédons «témoins» agro-transformés (souche 

LBA1119 surexprimant la GFP ou sans vecteur binaire) à 15hpi précédée par l’expression du 

gène GhLOX1 à 9hpi nous a conduit à penser que d’Agrobacterium puisse indure des mécanismes 

de défense. C’est pourquoi l’analyse par qPCR de l'expression d’un certain nombre de gènes de 

cotonnier supposé être associé à la défense contre Xcm a été entrepris. Nous avons retenu les 

gènes suivants: le gène GhLOX1, dont l’induction est étroitement liée à la HR (voir chapitre 1 et 

Sayegh-Alhamdia et al., 2008), des gènes de la voie des octadecanoïdes (GhAOS, GhAOC2, 

GhACX1a, GhACX1b, GhACX1c et JMT1) et des gènes codant pour les facteurs de transcription 

de la famille ERF (GhERFIXa1, GhERFIXa2, GhERFIXa3) (Champion et al., 2009).  

L’expression des différents gènes analysés est normalisée par rapport au calibrateur, T0, et au 

normalisateur, le gène d’actine GhACT2b. Suite à l’inoculation des cotylédons de la variété Réba 

B50 par l’une des trois souches d’A. tumefaciens LBA1119, LBA1119-VIRGN54D ou LBA1119-

VIRGN54D-p35S-gusA-intron sur une cinétique comprenant 5 points (0, 9, 15, 24 et 48h). 

 La réponse de chaque gène a été enregistrée comparer avec le témoin négatif (cotylédons infiltrée 

par la solution d’infiltration (Figure 7). 

 L’expression du gène GhLOX1 augmente à 9hpi d’un facteur 9, 4 ou 5 en réponse à A. 

tumefaciens LBA1119, LBA1119-VIRGN54D ou LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron 

respectivement. Son intensité diminue ensuite rapidement entre 15h et 48h (Figure 7, A) De la 

même manière, l’expression de JMT1 est induite qu’à 9 hpi en réponse aux trois souches d’A. 

tumefaciens (facteur 57, 44 ou 65 respectivement) (Figure 7, D). L’expression du gène GhAOS 

augmente à 9 et 15hpi en réponse aux trois souches A. tumefaciens et atteint un maximum (facteur 

30) à 15h en réponse  à  A. tumefaciens LBA1119-VIRGN54D et reviens, à 24 et 48hpi, à son 

niveau basal observé à T0 (Figure 7, B). Le niveau de transcription du gène GhERFIXa1 présente 

presque le même profil d’expression que celui du gène GhAOS. Son expression est induite à 9 et 

15hpi en réponse à A. tumefaciens LBA1119, LBA1119-VIRGN54D mais qu’à 9hpi au cas d’A. 

tumefaciens LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron (Figure 7,C). 

 En revanche, l’effet des trois souches d’A. tumefaciens est quasiment nul sur l’expression 

des gènes GhAOC2, GhACX1a, GhACX1c et GhERFIXa2 pour lesquels nous n’avons observé 

aucune induction (Figure 7, F-G-H-E) Enfin, les trois souches d’A. tumefaciens LBA1119, 

LBA1119-VIRGN54D ou LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron ont un effet réprimant de 

l’expression des gènes GhACX1b et GhERFIXa3 (Figure 7, I-J). 
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D. Analyse fonctionnelle du gène GhLOX1 

 1. Les constructions générées  

 Afin d’identifier le rôle que le gène GhLOX1 pourrait jouer dans la mise en place de la 

HR chez le cotonnier, dans un premier temps, une stratégie a été développée pour tenter de 

surexprimer ce gène dans les tissus de cotylédons. La construction suivante a donc été réalisée et 

testée : -p35S-GhLOX1 (Figure 8) qui contient l’ADNc du gène GhLOX1 placé sous le contrôle 

d’un double promoteur constitutif 35SCaMV 

 Dans un deuxième temps deux constructions ont été réalisées et testées pour 

l’observation de la localisation intracellulaire de la protéine GhLOX1 (Figure 9): 

- p35S-GhLOX1-GFP6 qui contient l’ADNc du gène GhLOX1 placé sous le contrôle d’un 

double promoteur constitutif 35S et fusionné à la GFP6 en C-terminal. 

- p35-GFP6-GhLOX1 qui renferme l’ADNc du gène GhLOX1 placé sous le contrôle d’un 

double promoteur constitutif 35S et fusionné à la GFP6 en N-terminal. 

 Comme control négatif, la construction p35S-GFP6 (Figure 10) constituée d’un vecteur 

contenant le gène de la GFP6 placé sous le contrôle du double promoteur constitutif 35SCaMV a 

été utilisée. Chaque construction a été introduite dans une souche d’A. tumefaciens LBA1119-

VIRGN54D et utilisée dans les expérimentation d'expression transitoire. Les conséquences de 

cette expression transitoire ont été analysées sur l’activité totale de LOX, la transcription du gène 

GhLOX1, le phénotype des cotylédons agrotransformés et la localisation de la protéine GhLOX1 

dans les cotylédons agrotransformés contenant GFP. 

 2. Effet de la surexpression du gène GhLOX1 

  a. Évaluation de l’activité LOX totale 

  A l’aide d’une approche biochimique, les activités LOX ont été mesurées 

dans tous les cotylédons transformés possédant l’une de ces constructions : p35S-GhLOX1 ou 

p35S-GFP6 (Figure 11) et dans les cotylédons non transformés infectés par la race 18 de Xcm 

servant de témoin positif (interaction incompatible) (Figure 12). Les plantes de cotonnier ont été 

cultivées à 30°C ou 24°C et les prélèvements réalisés à 0, 15, 24 et 48hpi. L’activité totale LOX 

dans les cotylédons agrotransformés (p35S-GhLOX1) des plantes cultivées à 30°C ou 24°C ont 

été les plus importantes à 48 hpi, 72 pkat/ mg protéine et 160 pkat/ mg protéine, respectivement. 

Les dosages effectués pour les plantes cultivées à 30°C  ont montré que l’activité LOX augmente 

dans les cotylédons surexprimant GhLOX1 comparée à celle mesurée dans les plantes «témoin» 

(p35S-GFP6). En effet, l’activité LOX dosée dans les plantes du témoin négatif (p35S-GFP6) est 

faible avec un léger pic à 15hpi (15 pkat/ mg protéine). L’activité LOX mesurée pour les plantes 

cultivées à 24°C a été plus forte dans tous les cotylédons transformés (p35S-GhLOX1 et  p35S-
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GFP6) comparée à l’expérience réalisée à 30°C. Le maximum d’activité, 173 pkat/mg protéine a 

été atteint à 24hpi dans les cotylédons surexprimant le gène GhLOX1. Dans les cotylédons qui 

expriment la GFP on observe une augmentation de l’activité lipoxygenase de manière rapide (dés 

9hpi, 90 pkat/mg), suivi par une diminution de cette activité de 39 pkat/mg à 24 hpi.  

  b. Évaluation des activités transcriptionnelles du gène GhLOX1 

  L’expression du gène GhLOX1 dans les cotylédons a été quantifiée par Q-RT-

PCR au cours du temps à 0-9-15-24-48 hpi (Figure 13). Dans les cotylédons des plantes «témoin» 

uniquement inoculés par la souche bactérienne LBA1119-VirGN54D, l’expression du gène 

GhLOX1 présente un maximum d’activité à 9hpi avec un facteur 6.8 et un minimum à 48hpi 

(facteur 0.69). Chez les plantes transformées par A. tumefaciens contenant la construction (p35S-

GFP6), servant comme témoin négatif, la transcription du gène GhLOX1 est également maximale 

à 9hpi (facteur 9.58) pour décroître jusqu’à un facteur 0.97 à 48hpi. En analysant les cotylédons 

agrotransformés avec la construction p35S-GhLOX1, le niveau d’expression du gène GhLOX1 

semble être affecté ; il présente une augmentation de la quantité de transcrits du gène GhLOX1 à 

48hpi (facteur 12.69) comparer à celui mesuré dans les témoins négatifs, les lignées contrôles 

agrotransformées avec la construction (p35S-GFP6) et les cotylédons infectés uniquement par la 

souche bactérienne VirGN54D.  

  c. Analyse phénotypique des cotylédons agrotransformés 

  Trois analyses phénotypique ont été effectuées, chacune d’entre-elles 

correspond à une étape importante dans la recherche de la fonction du gène GhLOX1 dans les 

cotylédons de cotonnier agrotransformés. 

 Lors de la première analyse (Figure 14), on a observé les symptômes développés sur les 

cotylédons agrotransformés de la variété Réba B-50 contenant la construction p35S-GhLOX1 

permettant la surexpression du gène GhLOX1 et sur les témoins négatifs qui sont les cotylédons 

inoculés par la  souche d’A. tumefaciens (LBA1119-VirG54D) contenant la construction p35S-

GFP6 ou par la souche de A. tumefaciens LBA1119-VirG54D. Les résultats démontrent que 

l’infiltration des cotylédons par les souches d’A. tumefaciens LBA1119-VirG54D contenant la 

constructions d’intérêt (p35S-GhLOX1) n’induit pas l’apparition des symptômes de la RH. Des 

résultats similaires ont été obtenus dans les témoins négatifs. 

 Au cours de la deuxième analyse phénotypique (Figure 15) nous avons injecté les 

substrats de LOX, C18 :2 et C18 :3 (10mM dans une solution de Tween à 0.5%), dans le tiers du 

cotylédon de la variété Réba B-50 à la face inférieure 24h après la transformation de ces 

cotylédons afin d’observer les symptômes développés au cours de l’interaction. Comme contrôle 

négatif, des cotylédons agrotransformés ont été infiltrés par un acide gras en C18 :1 qui n’est pas 
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le substrat des LOX ou par la solution de Tween. Des résultats identiques à ceux obtenus lors de 

la première analyse ont été acquis. Aucun symptôme de RH n’a été détecté dans les cotylédons 

agrotransformés possédant les constructions (p35S-GhLOX1) ainsi que dans les témoins négatifs. 

Mais après l’infiltration par les substrats de LOX, des taches huileuses ont été observées 1,5hpi 

dans les cotylédons non agrotransformés uniquement infiltrés par l’un des deux substrats de 

LOX, C18:3 ou C18:2. Les mêmes symptômes ont été observés à 1,5hpi dans les cotylédons 

agrotransformés (p35S-GhLOX1) et inoculés après 24h par les substrats C18:3 ou C18:2. Ces 

symptômes se distinguaient dans tous les cas  par des taches huileuses très fortes montrant des 

tissus infectés translucides. Par contre, aucune tache huileuses n’a été observée dans le cas des 

cotylédons agrotransformés (p35S-GhLOX1 ou p35S-GFP6) et infiltrés par l’acide gras C18 :1 ou 

par la solution de Tween. 

 Concernant la troisième analyse phénotypique, (Figure 16 et 17), nous avons travaillé avec 

des cotylédons des variétés Réba B-50 et Acala 44 infiltrés par les races 20 ou 18 de Xcm dans un 

tiers du cotylédon, 48h après l’agrotransformation car la mesure de l’activité totale LOX dans les 

cotylédons agrotransformés (p35S-GhLOX1) a montré qu’elle été maximale à 48hpi. Les 

contrôles ont consisté en des cotylédons agrotransformés (p35S-GhLOX1) (Figure 16) et  (p35S-

GFP6) (Figure 17) non infectés par les races 20 ou 18 de Xcm. Dans ce cas, le phénotype de la 

variété Acala44 s’est caractérisé par des chloroses à partir du deuxième jour, ce qui n’était pas le 

cas avec la variété non infectée Réba B-50 pour laquelle aucune chlorose n’a été remarquée, 

même le cinquième jour après la transformation. Par contre la chlorose a été plus forte sur les 

cotylédons de la variété Acala44 au cinquième jour. Suite à l’inoculation par la race virulente 20, le 

symptôme de chlorose a été observé sur les cotylédons des variétés Réba B-50 et Acala44 

agrotransformés (p35S-GhLOX1, p35S-GFP6). Mais cette apparition de chlorose dans le cas de la 

variété Acala44 a été plus précoce (2 jour post-infiltration, jpi)  que celle observée chez la variété 

Réba B-50 (5 jpi). Après inoculation par la race avirulente 18 des cotylédons agrotransformés 

(p35S-GhLOX1), on a observé les symptômes de la RH 48hpi sur tous les cotylédons de la variété 

Réba B-50 et le témoin agrotransformé (p35S-GFP6). Concernant les plantes « témoin » (p35S-

GFP6), des symptômes de chlorose concomitant à des taches nécrotiques ont été observés 5 jpi 

sur un des trois cotylédons, alors que les deux autres ne présentaient que des chloroses. Les 

cotylédons de la variété Acala44 transformés par la souche d’A. tumefaciens contenant la 

construction p35S-GhLOX1, montrent des taches nécrotiques apparues 5 jpi sur les trois 

cotylédons.  
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 3. Etude de la localisation intracellulaire de la protéine GhLOX1 dans les 

cotylédons transformés 

 La détermination de la localisation intracellulaire de la protéine GhLOX1 est un point 

important permettant d’obtenir des données supplémentaires quant à sa fonction potentielle. 

C’est pourquoi des expériences d’expression de protéines de fusion entre GhLOX1 et la GFP ont 

été réalisées in planta. Des cotylédons ont été transformés avec les deux constructions permettant 

la fusion entre GhLOX1 et la GFP de manière à déterminer la localisation de la protéine 

GhLOX1. Ces cotylédons ont été examinés par microscopie à fluorescence (Leica MZ FLIII). En 

outre, nous nous sommes également attachés à évaluer l’activité LOX totale, l’activité 

transcriptionnelle du gène GhLOX1 et l’analyse phénotypique dans ces cotylédons 

agrotransformés. 

a. Localisation de la protéine GhLOX1 par microscopie à fluorescence 

  Les premières expériences réalisées sur  les cotylédons contenant le gène 

GhLOX1 fusionné au gène codant la GFP dans sa partie N-terminale ou C- terminale et placé 

sous le contrôle du promoteur 35S, ont été prélevé à 24 ou 48 hpi et examinés par  microscopie à 

fluorescence  n’ont pas permis de mettre en évidence de fluorescence de la GFP. L’absence de 

détection de la GFP en microscopie à fluorescence indique que les conditions dans lesquelles ces 

expériences ont été réalisées ne sont peut être pas optimales, et que la protéine GFP est  présente 

dans ces conditions à des niveaux très faibles et non détectables. Il sera donc nécessaire de 

réaliser ces mêmes expériences dans des conditions différentes, notamment sur des cotylédons 

contenant le gène GhLOX1 fusionné au gène codant la GFP dans sa partie N-terminale ou C- 

terminale et placé sous le contrôle du promoteur propre (spécifique) du gène GhLOX1. En 

confirmation, nous évaluerons l’activité biochimique de la protéine et la transcription du gène 

GhLOX1 dans ces constructions qui sont destinées à l’observation de la localisation intracellulaire 

de la protéine permettant de s’assurer que ces activités sont bien stimulées dans ces cotylédons 

agrotransformés contenant la GFP. 

   b. Évaluation de l’activité LOX totale 

  L’activité LOX totale a été mesurée dans les cotylédons agrotransformés 

possédant l’une des deux constructions : p35S- GhLOX1-GFP6 ou p35S- GFP6- GhLOX1 et dans 

les cotylédons  « témoin négatif » contenant (p35S-GFP6). Les plantes de cotonnier ont été 

cultivées à 30°C ou 24°C et les prélèvements réalisés à 0, 15, 24 et 48hpi (Figure 18). L’activité 

LOX mesurée pour les plantes de la condition « 24°C » a été plus forte dans tous les cotylédons 

transformés (p35S-GhLOX1-GFP6, p35S-GFP6- GhLOX1 et p35S-GFP6) que celle des plantes de 

la condition « 30°C ». Les dosages effectués pour les plantes de la condition « 30°C » ont montré 
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que l’activité LOX augmentent progressivement dans les cotylédons agrotransformés (p35S- 

GhLOX1-GFP6 et p35S- GFP6- GhLOX1) comparée à celle mesurée dans les plantes 

« témoin négatif » (p35S-GFP6). Ces activités LOX dans les cotylédons (p35S- GFP6- GhLOX1) 

ont été plutôt stabilisées entre 15hpi (51 pkat/ mg protéine) et 48 hpi (57 pkat/ mg protéine), 

ainsi que dans les cotylédons transformés (p35S- GhLOX1-GFP6), 15hpi (41 pkat/ mg protéine) 

et 48 hpi (44 pkat/ mg protéine). Par contre, l’activité LOX dosée dans les plantes du témoin 

négatif (p35S-GFP6) est faible avec un léger pic à 15hpi (15 pkat/ mg protéine).   

 Dans la condition 24°C,  le maximum d’activité (96 pkat/mg protéine) a été 

atteint à 24hpi dans les cotylédons possédant la construction (p35S- GFP6- GhLOX1). Une 

diminution de l’activité totale LOX dans les cotylédons transformés (p35S- GhLOX1-GFP6) a été 

remarquée entre 15 et 24hpi (149 à 58 pkat/mg protéine) mais elles remontent à 48hpi (108 

pkat/mg protéine). Alors que dans les plantes du témoin négatif (p35S-GFP6), un pic d’activité a 

été évalué à15hpi suivi par une diminution à 24hpi (80 à 39 pkat/mg protéine) (résultats 

mentionné D-2-a),  

 Ainsi, les résultats obtenus montrent que les cotylédons agrotansformés contenant la 

GFP (p35S- GhLOX1-GFP6 et p35S-GFP6- GhLOX1) présentent généralement une activité LOX 

significativement différente de celle obtenue dans les cotylédons servant de témoin négatif (p35S-

GFP6). 

  c. Évaluation par Q-PCR de l’activité transcriptionnelle du gène GhLOX1  

           L’expression du gène GhLOX1 dans les cotylédons contenant la GFP 

(p35SGhLOX1-GFP6 et p35S-GFP6-GhLOX1) (Figure 19), dans les cotylédons des plantes des 

témoins négatifs (p35S-GFP6) et dans les cotylédons non transformés infectés par A. tumefaciens 

LBA1119-VirGN54D, servant aussi  comme témoin négatif, a été quantifiée par Q-PCR au cours 

du temps à 0-9-15-24-48 hpi. Les résultats des plantes servent comme témoins négatifs (p35S-

GFP6) et les cotylédons non transformés infectés par A. tumefaciens LBA1119-VirGN54D ont 

déjà montré (D.2.b). Dans ces cotylédons des plantes «témoin négatif» l’expression du gène 

GhLOX1 est induite rapidement (9hpi) et de manière transitoire et ils présentent  un minimum 

d’activité à 48hpi. L’expression du gène GhLOX1 dans les cotylédons agrotransformés avec la 

construction (p35S- GFP6- GhLOX1) est plutôt stable à 9, 24, 48 hpi, avec des facteurs de 6.6 à 

5.5 et un minimum d’induction atteint à 15hpi (facteur 2.64). Dans les cotylédons 

agrotransformés avec la construction (p35S- GhLOX1-GFP6), le profil d’expression du gène 

GhLOX1 montre une augmentation progressive d’induction de 9 à 48hpi, le maximum 

d’induction étant atteint à 48hpi (facteur 9.3). Il est intéressant de noter que les cotylédons qui 

expriment fortement le gène GhLOX1 sont ceux qui contiennent la construction (p35S-GhLOX1-
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GFP6) ou (p35S-GFP6-GhLOX1) pour lesquelles l’activité transcriptionnelle est plus forte à 48 

hpi, supérieure à celles mesurées dans les plantes des témoins négatifs. 

  d. Analyse phénotypique des cotylédons agrotransformés 

           Les mêmes méthodes ont été suivies pour l’observation phénotypique des 

différentes inoculations comme dans la partie D.2.c. Trois analyses ont été effectuées et les 

symptômes ont été observés et décrits pour chaque traitement.  

  Les résultats de la première analyse (Figure 20) démontrent que 

l’infiltration des cotylédons par les souches d’A. tumefaciens LBA1119-VirG54D contenant les 

constructions (p35S-GFP6-GhLOX1, p35S-GhLOX1-GFP6 ou p35S-GFP6) ou par la souche d’A. 

tumefaciens LBA1119-VirG54D,elle-même, n’induit pas l’apparition des symptômes de la RH. 

Dans la deuxième analyse (Figure 21), nous avons injectés, 24h après la transformation, les 

substrats de LOX, C18:2 et C18:3 (10mM dans une solution de Tween à 0.5%) ou par des 

contrôles négatifs (un acide gras C18:1 qui n’est pas le substrat ou par la solution de Tween) dans 

le tiers du cotylédon de la variété Réba B-50 à la face inférieure afin d’observer les symptômes 

développés au cours de cette analyse. Des taches huileuses très fortes (translucides) ont été 

observées 1,5hpi dans les cotylédons soit non agrotransformés ou agrotransformés (p35S-

GhLOX1-GFP6, p35S-GFP6-GhLOX1 et p35S- GFP6) infiltrés, 24h après la transformation, par 

l’un des deux substrats de LOX, C18:3 ou C18:2. Par contre, aucune tache huileuses n’a été pas 

observée dans le cas des cotylédons non agrotransformés ou agrotransformés (p35S- GhLOX1-

GFP6, p35S- GFP6- GhLOX1 et p35S- GFP6) et infiltrés, 24h après la transformation, par l’acide 

gras C18:1 ou par la solution de Tween. 

 Au cours de la troisième analyse (Figure 22 et 23), les cotylédons agrotransformés 

(p35SGhLOX1-GFP6 (Figure 22), p35S-GFP6-GhLOX1 (Figure 23). et p35S-GFP6 (Figure 17)) 

des variétés Réba B-50 et Acala 44 ont été  infiltrés, 48h après l’agrotransformation, par les races 

20 ou 18 de Xcm  dans un tiers du cotylédon. Les plante contrôles ont consisté en des cotylédons 

agrotransformés (p35S- GhLOX1-GFP6, p35S- GFP6- GhLOX1 et  p35S-GFP6) non infectés par 

les races 20 ou 18 de Xcm. Dans ce cas, le phénotype de la variété Acala44 s’est caractérisé par des 

chloroses à partir du deuxième jour, ce qui n’était pas le cas avec la variété Réba B-50 pour 

laquelle aucune chlorose n’a été remarquée, même le cinquième jour après la transformation. 

Suite à l’inoculation par la race virulente 20, le symptôme de chlorose a été observé sur les 

cotylédons des variétés Réba B-50 et Acala44 agrotransformés (p35S-GhLOX1, p35S-GhLOX1-

GFP6, p35S-GFP6-GhLOX1 et p35S-GFP6). Mais cette apparition de chlorose dans le cas de la 

variété Acala44 a été plus précoce (2 jpi) que celle observée chez la variété Réba B-50 (5 jpi). 

Après inoculation par la race avirulente 18 des cotylédons agrotransformés (p35S-GhLOX1, p35S-
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GhLOX1-GFP6 et p35S-GFP6-GhLOX1), on a observé les symptômes de la RH 48hpi sur tous 

les cotylédons agrotransformés (p35S-GhLOX1-GFP6, p35S-GFP6-GhLOX1 et p35S-GFP6) de la 

variété Réba B-50. Dans la variété Acala44,  les cotylédons  agrotransformés (p35S- GhLOX1-

GFP6 et p35S- GFP6- GhLOX1), les symptômes de chlorose ont été observés à partir du 

deuxième jour, ce chlorose à été plus intense au cinquième jour mais dans les plantes «témoin» 

(p35S-GFP6) (mentionné précédemment D.2.c) des symptômes de chlorose conjugué à des 

taches nécrotiques ont été observés 5 jpi sur un des trois cotylédons, alors que les deux autres ne 

présentaient que des chloroses. 

 

IV. DISCUSSION 

 

 Dans des travaux antérieurs, un ensemble d’observation tend à démontrer que l’inhibition 

des activités LOX, tant au plan moléculaire que biochimique, bloque l’induction de mécanismes 

de défense chez certaines plantes et engendre une sensibilité accrue aux agents pathogènes. C’est 

ainsi que la résistance à Phytophthora a été perdue dans les tabacs transgéniques antisens-LOX1 

(Rancé et al., 1998). La réduction de la synthèse d’inhibiteurs de protéases chez des plants de 

tomate et de pomme de terre transgéniques antisens- 13-LOX augmente leur sensibilité aux 

insectes (Royo et al., 1999). De même, une augmentation de la sensibilité à Pseudomonas a été 

observée chez le mutant noxy2 d’Arabidopsis, déficient en activité 9-LOX (Vellosillo et al. 2007) à 

l’image de N. attenuata antisens-NaLOX3 dont la défense contre l’herbivore Manduca sexta a été 

réduite (Halitschke and Baldwin, 2003). Des faits similaires ont été rapportés chez des plants de 

riz antisens 9-LOX3 devenus sensibles aux stress abiotiques et biotiques (Nan-nan et al., 2008). 

Enfin, l’accumulation d’oxylipines d’origine enzymatique a été fortement réduite dans les plantes 

transgéniques de pomme de terre infectées pare P. syringae pv. maculicola (Gobël et al. 2003).  

 A l’inverse, Méne-Saffrané et ses collaborateurs (2003) ont publié des travaux proposant 

que la surexpression d'un gène 9-LOX était suffisante pour augmenter la résistance du tabac en 

réponse à P. parasitica nicotianae. Dans notre étude, et afin d'apprécier l'effet de la surexpression de 

ce gène LOX, quatre lignées de tabac ont été transformées avec la séquence codante LOX1 

fusionnée au promoteur CaMV 35S. Ces plantes ont révélé une activité LOX 2 à 5 fois 

supérieures à celle des plantes non transformées, une accumulation constitutive significative de la 

protéine LOX et un phénotype sans modifications apparentes par rapport à celui des plantes 

sauvages. 

 Chez le riz, la surexpression d’une 13-LOX chloroplastique RCI1 a conduit à 

l'accumulation des transcrits PR1 dans les feuilles transformées (Zabbai et al. 2004). En outre, 
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l’application exogène de 13-HOT, une oxylipine dérivant de la voie de 13-lipoxygénase, est 

capable d'induire le gène PR1. Ces résultats soutiennent un rôle pour RCI1 dans la génération de 

molécules de signalisation pendant l'établissement de la résistance acquise chez le riz. 

 Dans ce contexte, des plantes transgéniques d'orge qui surexpriment une 13-lipoxygénase 

ont été capables de modifier la signature des oxylipines indiquant un lien entre la production 

constitutive de 13-LOX et la sénescence. Dans ces plantes au phénotype inchangé, la protéine 

correspondante s’accumule constitutivement à des niveaux semblables à celui des plantes 

sauvages traitées par le MeJA. Elle a été détectée par des techniques d’immunocytochimie dans 

les chloroplastes des plantes non traitées contenant l’ADNc de la de la 13-LOX (Sharma et al., 

2006).  

 En s'appuyant sur ces données bibliographiques qui rapportent que des protéines LOXs 

peuvent être étroitement impliquées dans la défense et la régulation des mécanismes de la RH, 

nous avons décidé au laboratoire d’entreprendre l’analyse fonctionnelle du gène GhLOX1 du 

cotonnier en réponse à Xcm et dont les premières étapes sont exposées dans le chapitre 2 de ce 

manuscrit. L’une des approches permettant de confirmer et de comprendre le rôle du gène 

GhLOX1 in planta et notamment celui dans la défense des plantes du cotonnier a été d’étudier 

l’effet de la surexpression du gène GhLOX1 par des analyses d’expression transitoire dans les 

cotylédons de cotonnier. 

 La transformation transitoire du cotonnier a été une étape préliminaire importante pour 

mener à bien la surexpression du gène GhLOX1. Il est cependant nécessaire de rappeler qu’au 

début de l'utilisation d’Agrobacterium dans la transformation génétique des plantes, la connaissance 

fine des événements moléculaires qui se produisent pendant l'interaction entre l'agrobactérie et 

les cellules de la plante étaient peu approfondies. En particulier, très peu de données ont été 

acquises au sujet de la participation des facteurs de la plante pendant le processus de la 

transformation par Agrobacterium. A notre connaissance, les données de la littérature montrant que 

la transformation réalisée avec l'agrobactérie est capable d'induire des gènes de la défense sont 

fragmentaires. Une étude récente a cependant prouvé que des souches désarmées d’Agrobacterium 

induisent des réponses distinctes une fois infiltrées dans des feuilles de tabac. Les réponses sont 

limitées à la zone infiltrée et se traduisent par  l'induction de l'expression du gène PR-1 et une 

augmentation de la résistance à une infection ultérieure par le virus de la mosaïque du tabac 

(Pruss et al., 2008). Veena et al., (2003) ont aussi signalé que l'infection par Agrobacterium mène à 

l'expression différentielle de nombreux gènes de la plante activées précocement. Cette induction 

représente une réponse générale à toutes les souches d’Agrobacterium testées. Ces gènes de défense 

sont cependant réprimés aux stades avancés du processus de transformation. Dans cet ordre 
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d’idées, il a aussi été démontré que des réponses de la défense été induites après le traitement de 

cultures de suspension cellulaire d'Ageratum par Agrobacterium ou par Escherichia coli (Ditt et al., 

2001). Ces auteurs ont spéculé que l'induction des gènes de la défense de la plante pourrait 

résulter du transfert de certains facteurs solubles à partir des bactéries vers les cellules hôtes. 

 C’est pourquoi, dans notre travail, nous avons d’abord essayé de mieux comprendre 

l’étape de transformation, de rechercher une éventuelle expression des gènes de la plante pendant 

la transformation et d’appréhender une possible relation entre les deux bactéries utilisées pour 

nos expériences, Agrobacterium et Xcm. Les souches d'Agrobacterium testées se distinguaient entre-

elles par leur composante moléculaire : LB1119 vide, LB1119 contenant la protéine Vir et 

LB1119 contenant la protéine Vir et le gène rapporteur gusA-intron. Les gènes testés, GhLOX1, 

ceux de la voie de biosynthèse du JA et certaines gènes de la famille ERF, ont été 

différentiellement exprimés pendant les étapes initiales de la transformation (réprimés, induits ou 

non induits). Dans le cas des gènes induits, cette induction a été rapide et transitoire à 9 et /ou 15 

hpi, puis leur expression  a été réduite aux stades avancés de l'infection. Ces données sont donc 

en accord avec les observations de Veena et al. (2003) suggérant que l'infection par Agrobacterium 

induit précocement certains gènes de la plante. Cette induction transitoire de l'expression de 

certains gènes dans les cotylédons de cotonnier pourrait être également la conséquence d'un effet 

mécanique de l’infiltration d’Agrobacterium dans les tissus de la plante. De plus, le test de 

compatibilité réalisé in vitro entre Agrobacterium et Xcm montrant l’absence d’antagonisme entre les 

deux bactéries, donne un indicateur - simple- d’une relation a priori non concurrentielle entre les 

deux microorganismes. L’une des explications pourrait résider dans le fait que les deux bactéries 

diffèrent par leur système de sécrétion des facteurs de virulence (ou d’avirulence) et de 

pathogénie dans la plante. En effet, Xcm injecte ses facteurs via le système de secrétion de type3 

(TTSS) alors qu’Agrobacterium utilise le système de type 4 (TFSS) (Alfano et Collmer, 2004). La 

plante pourrait ainsi réagir de manière différente à ces mécanismes d’injection ; ce qui va dans le 

sens de la spécificité de la relation cotonnier – Xcm, le cotonnier n’étant pas hôte naturel 

d’Agrobacterium.  

 Généralement, la détection des activités LOX dans les cotylédons «surexpresseurs», 

surtout dans ceux contenant la construction p35S-GhLOX1, s’est révélée positive, quelle que soit 

l’origine de l’activité LOX, cellules végétales ou Agrobacterium. La surexpression du gène GhLOX1 

est toujours associée à une augmentation de l’activité totale LOX ce qui valide la transformation 

transitoire et suggère fortement que le gène GhLOX1 code pour une protéine LOX active. Et si 

le gène GhLOX1 est induit dans les témoins négatifs représentés par les cotylédons infiltrés par la 

souche d’A. tumefaciens LBA1119-VIRGN54D ou les cotylédons agro-transformés (35S-GFP6), 
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son induction diminue rapidement appuyant l’hypothèse que cette induction résulte d’une activité 

LOX endogène ou de l’agro-infiltration, en accord avec les données discutées par Ditt et al. 

(2001) et Veena et al. (2003). 

 Des expériences antérieures, effectuées par Riker en 1926, indiquaient un effet de la 

température sur la transformation par les souches d'agrobactérie. Celles-ci sont plus stables aux 

températures basses (approximativement entre 18 to 20°C). Plus récemment, il a été montré que 

l'induction du gène vir est maximale entre 25 à 27°C (Dillen et al., 1997 ; Turk et al., 1991 ; Jin et 

al., 1993).  Baron et coll. (2001) ont montré que le niveau d’activité de beaucoup de protéine de 

virulence a été fortement réduit à 28°C comparé à celui observé lors d’expériences conduites à 

20°C. Dans ce cadre, j’ai recherché l’effet de la température sur la surexpression du gène 

GhLOX1 dans les cotylédons agro-transformés. Les plantes ont été cultivées et agro-

transformées à 30°C ou 24°C. La transformation réalisée à la température de 24°C a été plus 

efficace, bien que celle de 30°C soit optimale pour l’infection par Xcm. En effet, l’activité totale 

LOX était environ 2-3 fois plus forte dans les plantes transformées à 24°C que celle dosée dans 

les plantes agrotransformées à 30°C. Sur la base de ces données bibliographiques et de nos 

résultats, nous avons retenu la température de 24°C pour la réalisation de l’expression transitoire 

et la mesure de l’activité transcriptionnelle du gène GhLOX1. C’est uniquement dans le cas de 

l’utilisation des souches de Xcm, que la température de 30°C a été choisie. 

 L'effet de l'agro-transformation sur le phénotype des cotylédons ne se traduit par aucun 

symptôme de type RH lorsque le gène GhLOX1 est surexprimé. Ceci suggère que les acides gras 

polyinsaturés (AGPIs), C18:2, C18:3 ou C16:3 substrats des LOX, ne sont pas activement 

métabolisés dans ces plantes transgéniques. Il est probable qu’ils ne soient pas disponibles à des 

niveaux significatifs dans les cotylédons agro-transformés. Rappelons que cette disponibilité 

résulte de l’activité d’une lipase concomitamment induite à celle des LOX (Cacas et al., 2005, 

2008). L’injection de l’un des substrats de LOX, C18 :2 ou C18 :3, dans les cotylédons 

agrotransformés a été réalisée afin de vérifier si l'activité enzymatique peut-être corrélée à 

l’apparition de symptômes de type HR, comme lors de l’étude de l’effet du JA sur l’induction de 

l’activité LOX (Jalloul, 2002 ; Marmey et al., 2007). Ce fut effectivement le cas, mais les taches 

huileuses apparues à la surface des cotylédons ont également été observées sur les cotylédons non 

agro-transformés, suggérant l’existence d’une activité LOX endogène.  

 En observant le destin de l'interaction entre les cotylédons des variétés Réba B50 ou 

Acala44 agro-transformés (35S-GhLOX1) puis inoculées avec les races 18 ou 20 de Xcm, la 

cinétique d’apparition des lésions RH chez la variété Réba B50 reste inchangée en comparaison 

de celle observée dans les cotylédons non agro-transformés inoculés par l’une des deux races. Les 
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lésions enregistrées dans les cotylédons de la variété Acala44 agro-transformés infectés par la race 

Xcm18 s’apparentent aux lésions hypersensibles (taches nécrotiques) qui caractérisent l’interaction 

incompatible dans le pathosystème cotonnier-Xanthomonas. Elles apparaissent cependant avec un 

certain retard et génère souvent un certain doute quant à leur nature réelle, ce qui pourrait 

impliquer la participation d’autres composantes, chez la variété Acala 44, dans la régulation de 

cette mort cellulaire afin d’aboutir sans ambiguités au phénotype souhaité. 

 L’observation de chloroses autour des lésions sur les cotylédons de la variété Acala44 

agro-transformés (35S-GFP6) employés comme témoin négatif, nous ont a conduit à bien 

distinguer la nature de ces symptômes, résultant de la maladie (chloroses) ou de la résistance 

(lésions hypersensibles). Afin de s’affranchir définitivement d’un doute sur la nature de ces 

symptômes, il sera utile, en complément, d’évaluer la perte en eau des tissus et d’effectuer le 

comptage bactérien des tissus infectés. Dans le cas de la maladie, la perte en eau est plus tardive 

et le nombre de bactéries augmente significativement, comparés aux niveaux de ces paramètres 

dans les tissus présentant une RH (Jalloul et al., 2002).  

 La transformation Agrobactrium-intermédiate est un processus fortement complexe 

impliquant des déterminants génétiques de la bactérie et de la cellule hôte et déterminantes 

abiotiques. L'expression différentielle de divers gènes de la plante pendant la transformation 

Agrobacterium-intermédiate indique une utilisation réussie des machines cellulaires de l’hôte par 

Agrobacterium pour la transformation génétique. Dans l’état actuel de mes travaux sur le cotonnier, 

nous avons (1) démontré que la surexpression transitoire du gène GhLOX1 chez le cotonnier est 

capable, dans certains contextes d’interactions cotonnier/Xcm, de déclencher l’apparition de 

symptômes de type HR et (2) confirmé que le gène GhLOX1 code pour une LOX active, associé 

à la régulation de la mort cellulaire au cours de la HR et (3) révélé l’induction précoce et non 

spécifique de l’expression de certains gènes de défense qui semble être liée à l’agro-infiltration des 

cotylédons. 

 

 En perspectives de mes recherches, je propose de réaliser des expériences 

complémentaires encore nécessaires pour mieux appréhender le mode d’action de cette protéine 

et achever l’analyse fonctionnelle du gène GhLOX1. 

 Dans un premier temps, il s’agira de vérifier l’origine de l’activité LOX dans les 

cotylédons transformés. L’idée serait de cloner le gène GhLOX1 contenant plusieurs introns, 

d’agro-transformer les cotylédons de la variété Réba B50, puis de doser l’activité LOX dont 

l’augmentation éventuelle permettrait de s’assurer de son origine végétale. Il serait aussi important 
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de déterminer la spécificité de cette activité LOX par les techniques de chimie analytique - 

HPLC-chromatographie chirale. 

 Il serait, dans un deuxième temps, intéressant d’étudier plus profondément la 

localisation intracellulaire de la protéine GhLOX1. C’est un point important qui permettrait 

d’obtenir des données supplémentaires quant à la fonction de ce gène et de renforcer la nature sa 

spécificité. En effet, les protéines 9-LOX sont généralement cytoplasmiques et celles codées par 

les gènes 13-LOX, chloroplastiques (Feussner et Wasternack, 2002). Cette recherche de 

localisation intracellulaire a été initiée à l’aide d’une fusion entre le gène GhLOX1 et le gène GFP. 

Les cotylédons ont été infiltrés et transformés par des souches d’A. tumefaciens contenant la 

construction (35S– GFP6-GhLOX1) ou (35S-GhLOX1-GFP6). En raison d’un certain nombre de 

problèmes rencontrés au cours ce travail, nous n’avons pas pu détecter la fluorescence liée à la 

protéine GFP et cette expérience n’a pas abouti. Il sera donc nécessaire de réaliser ces mêmes 

expériences dans des conditions différentes, notamment sur des cotylédons contenant le gène du 

gène GhLOX1 fusionné au gène codant la GFP dans sa partie N-terminale ou C-terminale et 

placé sous le contrôle du promoteur propre (spécifique) du gène GhLOX1. 

 Par la suite, l’accumulation des protéines PR1 consécutive à la surexpression du gène 

GhLOX1 pourra également être recherchée. Comme déjà rapporté, les transcrits PR1 

s'accumulent globalement de façon plus importante dans des plantes transformées (Zabbai et al. 

2004). Le suivi de leur accumulation après la surexpression du gène GhLOX1, confirmerait 

l’installation d’une résistance de type RH et tout particulièrement celle de la SAR dont le gène 

PR1 est généralement utilisé comme marqueur. Rappelons que chez le cotonnier, la SAR est mise 

en place lors de l’interaction incompatible entre la variété Réba B50 et la race 18 de Xcm 

(Martinez et al., 2000). Les résultats des expériences proposées peuvent révéler une relation entre 

le niveau d'expression du transgène et celui du gène PR étudié. 

 Enfin, l’utilisation d’outils génétiques pourrait conduire à atteindre l’objectif initial de ce 

travail quant à la validation de la fonction du gène GhLOX1. Nous mettrons tout d’abord au 

point la technique d’extinction de ce gène en utilisant la méthode des RNA interférant et pour 

laquelle des essais préliminaires ont été conduits. Trois constructions sont en effet disponibles 

puisque trois parties différentes de 500pb chacune ont été clonées à partir de l’ADNc du gène 

GhLOX1, et incorporés dans le vecteur pBIOS (RNAi) sous le contrôle d’un promoteur CsVMV. 

Une fois la technique mise au point chez le cotonnier pour ce gène, on recherchera alors une 

modification du phénotype HR, on vérifiera si la transcription du gène GhLOX1 est altérée, voire 

éteinte, et nous contrôlerons si l’activité LOX et également affectée. L'ensemble des résultats 

acquis pourra alors conforter une réelle implication du gène GhLOX1 dans les mécanismes de 
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défense du cotonnier vis-à-vis Xcm. Puis, nous envisagerons la complémentation de mutants 

LOX d’A. thaliana. En effet, nous disposons d’une lignée altérée dans la fonction d’un gène 

lipoxygénase de type 9 associée à la RH chez cette plante. Ce mutant pourra être complémenté 

avec le gène GhLOX1 puis infecté soit avec X. c. pv campestris soit avec P. syringe. Des analyses 

moléculaires, des comptages bactériens et des observations du phénotype de résistance 

renforceront les données acquises sur la fonction du gène GhLOX1 dans la RH. 
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Figure 1.A Le vecteur d’entrée pENTR /D/TOPO 

 

 

 
Figure 1.B Le vecteur de destination pDEST, pMDC32 
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Figure 1.C Le vecteur de destination pDEST, pMDC43 

 

Figure 1.D Le vecteur de destination pDEST, pMDC83 



 

 

 

99 

 

Figure 1.E Le vecteur de RNAi  pBIOS 738 
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Figure 3: Construction des vecteurs portants le gène GhLOX1 
montrant la réaction LR 

 

Figure 2. Le clonage directionnel 
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Figure 4 : Dosage quantitatif de l’activité -glucuronidase dans les cotylédons 
de Gossypium hirsutum contenant le promoteur 35S-GUS intron 

 

Figure 5: l’analyse histochimique montrant la présence de cristaux indigo 
au niveau de l’ensemble de la zone infiltrée 
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Figure 6: La compatibilité entre trois souches d’Agrobacterium LBA1119, LBA1119-
VIRGN54D et LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron et Xcm 18 in vitro 
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Figure 7: Analyse par qPCR de l’expression de certains gènes de défense (A) 
GhLOX1, (B) GhAOS, (C) GhIXa1, (D) JMT1, (E) GhIXa2, (F) GhAOC2, (G) 
GhACX1a, (H) GhACX1c, (I) GhACX1b, (J) GhIXa3 suite à une inoculation 
par l’une des trois souches d’A. tumefaciens LBA1119, LBA1119-VIRGN54D 
ou LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron. Les témoins ont été infiltrés avec 
la solution d’infiltration Les cinétiques sont constituées de 5 temps de T=0 à 
T=48h post-inoculation. L’expression des gènes est rapportée au T=0 (égale 
à 1) et normalisée par l’expression constitutive du gène GhACT2. 
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Figure 8 : Construction utilisée pour surexprimer Ghlox1 (p35S-

Ghlox1) 

pMDC32 2x35S Ghlox1 nospMDC32 2x35S Ghlox1 nos2x35S Ghlox1 nos

 

pMDC43

pMDC83

2x35S Ghlox1 nosGFP

2x35S Ghlox1 nosGFP

pMDC43

pMDC83

2x35S Ghlox1 nosGFP

2x35S Ghlox1 nosGFP

2x35S Ghlox1 nosGFP

2x35S Ghlox1 nosGFP

 

Figure 9 : Constructions utilisées pour l’observation de la localisation 
intracellulaire de la protéine GhLOX1 (p35S- Ghlox1-GFP6 et p35- GFP6- Ghlox1) 

 

 

Figure 10 : Construction utilisée comme control négatif  (p35S-

GFP6) 
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Figure 11: Activités LOX dans des extraits des cotylédons 

transformés (p35S-Ghlox1) en utilisant le substrat lipidique C18:2. Ces 

activités ont été comparées au témoin négatif : cotylédons transformés 

(p35S-GFP6). La concentration en protéine a été déterminée selon le 

protocole décrit par Bradford (1976). Ces activités ont été mesurées dans 

les plantes de cotonnier cultivées à 30°C (A) ou à 24°C (B). Les cinétiques 

sont constituées de 5 temps de T=0 à T=48h post-inoculation.  
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Figure 12: Activités LOX dans des extraits des cotylédons infectés par la souche avirulente 

Xcm 18 en utilisant le substrat lipidique C18:2. Ces activités ont été comparées au témoin négatif : 

cotylédons transformés (p35S-GFP6). La concentration en protéine a été déterminée selon le 

protocole décrit par Bradford (1976). Les cinétiques sont constituées de 5 temps de T=0 à T=48h 

post-inoculation. Ces activités ont été mesurées dans les plantes de cotonnier cultivées à 30°C.  

 

Figure 13: Analyse par qPCR de l’expression du gène GhLOX1 dans des cotylédons transformés 

(35S-GhLOX1), comparée aux témoins négatifs : cotylédons transformés (35S-GFP6) et en 

réponse à l’infection par A. tumefaciens LBA1119-VIRGN54D. Les cinétiques sont constituées 

de 5 temps de T=0 à T=48h post-inoculation. L’expression du gène est rapportée au T=0 (égale 

à 1) et normalisée par l’expression constitutive du gène GhACT2. 
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Figure 14 : Première analyse phénotypique des cotylédons 
agrotransformés destinés à la surexpression (p35S-Ghlox1) 

comparée aux témoins négatifs 
 

 

Figure 15 : Deuxième analyse phénotypique des cotylédons agrotransformés 
destinés à la surexpression (p35S-Ghlox1)  comparée aux témoins négatifs 
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Figure 16 : Troisième analyse phénotypique sur les cotylédons agrotransformés 
destinés à la surexpression (p35S-Ghlox1)   
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Figure 17 : Troisième analyse phénotypique des cotylédons agrotransformés  
(p35S-GFP6) (contrôle négatif) 
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Figure 18: Activités LOX dans des extraits des cotylédons transformés (p35S-

GFP6-Ghlox1) et (p35S-Ghlox1-GFP6) en utilisant le substrat lipidique C18:2. Ces 

activités ont été comparées au témoin négatif (des cotylédons transformés (p35S-GFP6)). 

La concentration en protéine a été déterminée selon le protocole décrit par Bradford 

(1976). Ces activités ont été mesurées dans les plantes de cotonnier cultivées à 30°C (A) 

ou à 24°C (B). Les cinétiques sont constituées de 5 temps de T=0 à T=48h post-

 

 

A 

B 



 

 

 

114 

Figure 19: Analyse par qPCR de l’expression du gène GhLOX1 dans des cotylédons 

transformés (p35S-GFP6-Ghlox1) et (p35S-Ghlox1-GFP6) comparée aux témoins 

négatifs (des cotylédons transformés (35S-GFP6) et en réponse à l’infection par A. 

tumefaciens LBA1119-VIRGN54D). Les cinétiques sont constituées de 5 temps de T=0 

à T=48h post-inoculation. L’expression du gène est rapportée au T=0 (égale à 1) et 
normalisée par l’expression constitutive du gène GhACT2. 
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Figure 20 : Première analyse phénotypique des cotylédons 
agrotransformés (p35S- Ghlox1-GFP6 et p35-GFP6- Ghlox1) 

comparée aux témoins négatifs 
 

Figure 21 : Deuxième analyse phénotypique des cotylédons agrotransformés 
(p35S- Ghlox1-GFP6 et p35-GFP6- Ghlox1) comparée aux témoins négatifs 
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Figure 22 : Troisième analyse phénotypique  
des cotylédons agrotransformés (p35S-Ghlox1-GFP6) 



 

 

 

117 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

35S- 

GFP6-GhLOX1 
Témoin Xcm18 Xcm20 

A
ca

la
44

 

2j
p

i 

   

5j
p

i 

   

B
2B

3 

2j
p

i 

   

5j
p

i 

   

Figure 23 : Troisième analyse phénotypique 
des cotylédons agrotransformés (p35S- GFP6-Ghlox1) 
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N° Souches d’Agrobacterium tumefaciens Utilisation  

1 LBA1119 Transformation transitoire 

Effet d’Agrobacterium sur la défense 

2 LBA119-p35S-gusA-intron Transformation transitoire 

3 LBA4404- p35S-gusA-intron Transformation transitoire 

4 GV3101-p35S-gusA-intron  Transformation transitoire 

5 AGL1-p35S-gusA-intron Transformation transitoire 

6 C58C1-p35S-gusA-intron Transformation transitoire 

7 LBA1119-pACT- gusA-intron #1 Transformation transitoire 

8 LBA1119-pACT- gusA-intron #2 Transformation transitoire 

9 LBA1119-pACT- gusA-intron #3 Transformation transitoire 

10 LBA1119-pACT- gusA-intron /VIRGN54D #1 Transformation transitoire 

11 LBA1119-pACT- gusA-intron /VIRGN54D #2 Transformation transitoire 

12 LBA1119-pACT- gusA-intron /VIRGN54D #3 Transformation transitoire 

13 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron Transformation transitoire 

Effet d’Agrobacterium sur la défense 

14 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron /p1Mg1 #1 Transformation transitoire 

15 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron /p1Mg1 #2 Transformation transitoire 

16 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron /p1Tz3 #1 Transformation transitoire 

17 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron /p1Tz3 #2 Transformation transitoire 

18 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron /p1Tz3 #3 Transformation transitoire 

19 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron /p19 #1 Transformation transitoire 

20 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron /p19 #2 Transformation transitoire 

21 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron /p19 #3 Transformation transitoire 

22 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron /(p1Mg1+VIRG) #1 Transformation transitoire 

23 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron /(p1Mg1+VIRG) #2 Transformation transitoire 

24 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron /(p1Mg1+VIRG) #3 Transformation transitoire 

25 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron /(p1Tz1+VIRG) #1 Transformation transitoire 

26 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron /(p1Tz1+VIRG) #2 Transformation transitoire 

27 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron /(p1Tz1+VIRG) #3 Transformation transitoire 

28 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron /(p19+VIRG) #1 Transformation transitoire 

29 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron /(p19+VIRG) #2 Transformation transitoire 

30 LBA1119-VIRGN54D-p35S-gusA-intron /(p19+VIRG) #3 Transformation transitoire 

31 LBA1119-VIRGN54D Effet d’Agrobacterium sur la défense 

Expérience de la fonction biologique deGhlox1. 

 

Tableau 1: Différentes souches d’A. tumefaciens utilisées 
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Nom du 

gène 

Nom des  Oligonucléotide Séquence des  Oligonucléotide 

GhLOX1 CA-Ghlox1F 5’-CACCAAAATGCTGAGCCATTTGCTCCACG-3’ 

GhLOX1 CA-Ghlox1R 5’-TCAGATTGAGACACTGTTTGG-3’ 

GhLOX1 CA-Ghlox1ΔStopR 5’-GATTGAGACACTGTTTGG-3’ 

GhLOX1 CA-Ghlox1R500 
 

5’-GTCTTGTTAGTGAAGAAAACTCG-3’ 

GhLOX1 CA-Ghlox1F1299 
 

5’-CACCAAAATATTGGATCATCATGATTCAC-3’ 

GhLOX1 CA-Ghlox1R1799 
 

5’-CTCTTGTAAATCACTGATGAC-3’ 
 

GhLOX1 CA-Ghlox1F2098 
 

5’-CACCAAAAAGAGTTGATCGATTCTTGC-3’ 
 

 

 

 

 

 

 

Tableau  2: Oligonucléotides utilisés pour les différents clonages au 
cours des expériences sur l’étude de la fonction du gène GhLOX1. 

 



 

 

 

120 

 
N° d'accession Nom du gène Séquences des oligonucléotides 

TA24678 GhERFIXa1 
5'-GGAGCCGTCTTCGTCTTC-3' 
5'-GTCTAACCCAGCGTGAACC-3' 

TA23744 GhERFIXa2 
5'-GGAACCCGACCCAGTTAGG-3' 
5'-TCTGAACCCGAGGACGAAG-3' 

TA26653 GhERFIXa3 
5'-ACAGGATCGGCAACAATGAG-3' 
5'-CGAAGGTGTATTATACGAAGAAGG-3' 

DQ861284 GhLOX1 
5'-GCTTGACCAGGCACTTCC-3' 
5'-GCAAACCAAATCTCCAGTCC-3' 

AY305724 GhACT2 
5'-CAGCACCTTCCAGCAGATG-3' 
5'-CACTTGACACGGCACACC-3' 

TA21823_3635 GhAOS 
5'-AGAGAGCGGAGGAGTTTG-3' 
5'-GACATCAACACCACGAAATC-3' 

TA21729_3635 GhAOC2 
5'-AGGCTATTCCATCTGATAACTC-3' 
5'-ATCCGTTTCTCCAAATCTCC-3' 

TA22885_3635 GhACX1a 
5'-AAACATCTCGGTGACTTTG-3' 
5'-AGAACAGAGCCAAGGTAG-3' 

TA27572_3635 GhACX1b 
5'-CCCAGGTCCGTCCAAATG-3' 
5'-GCCGAACATATTCAAGGTAAC-3' 

DW243199 GhACX1c 
ATGGGACGAGCAGAACAC 
TCAAGCAAATCAGGCGAAAG 

TA34049_3635 GhJMT1a 
TCAAGCAAATCAGGCGAAAG 
AGAGGAACTGGTGGATGGAG 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 3: Oligonucléotides utilisés en QPCR pour les gènes GhLOX1, GhAOS, GhAOC2, 
GhACX1a, GhACX1b, GhJMT1a, GhACX1c,GhERFIXa1, GhACX1b, GhACX1c et GhACT2b 
au cours des expériences de l’effet d’Agrobacterium sur certaines réponses de défense du 
cotonnier 
 



 

 

 

121 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSION GENERALE 

ET PERSPECTIVES 



 

 

 

122 

 

 

  

 

 

 

  

 

 L'interaction entre les races de Xcm, agent de la brûlure bactérienne, et G. hirsutum relève 

du modèle conventionnel de la relation gène pour gène (Delannoy et al., 2005 ; Gabriel et al., 

1986). La mise au point d'une gamme différentielle de cotonnier de l'espèce G. hirsutum avec 

différents gènes R majeurs a permis l'identification de 22 races de l’agent pathogène. Huit gènes 

d’avirulence (avr) ont été clonés et l'analyse génétique des interactions Xcm - cotonnier montre 

que chaque gène avr interagit spécifiquement avec le gène R correspondant chez la plante (De 

Feyter et al., 1993, 1998).  

 Notre laboratoire s'intéresse depuis près de 15 ans à l’étude des interactions entre le 

cultivar Réba B50 de G. hirsutum, porteur des gènes R B2B3 , et les génotypes bactériens Xcm 18 

(race avirulente) et Xcm 20 (race virulente). Dans ce cadre, différents mécanismes intervenant 

durant les 24 premières heures de l’installation de la RH ont été élucidés (Champion et al., 2009 ; 

Dai et al., 1996 ; Delannoy et al., 2003, 2006 ; Jalloul, 2002 ; Jalloul et al., 2002 ; Martinez et al., 

1998 ; Martinez et al., 2000 ; Voloudakis et al., 2006). Parmi eux, la peroxydation des lipides 

membranaires catalysée par une LOX de type 9, la GhLOX1, est d'importance cruciale (Jalloul, 

2002 ; Jalloul et al., 2002 ; Marmey et al., 2007) car son action est étroitement associée à 

l’exécution de la mort cellulaire de type hypersensible. Bien qu’intervenant également au cours de 

l’interaction compatible, sa fonction biologique dans l’interaction incompatible apparaît 

hautement spécifique, bien que non génétiquement démontrée. En effet, l’accumulation massive 

des 9-hydroperoxydes est concomitante à la perte en eau des tissus infectés, à l’accroissement de 

l’activité catalytique de la protéine et à l’apparition du phénotype HR. Elle suit également la 

transcription du gène GhLOX1, dont l’analyse de la séquence a révélé qu’il code une 9-LOX 

(Marmey et al., 2007). Un faisceau d’éléments qui renforce l’idée selon laquelle le gène GhLOX1 

joue un rôle majeur dans les réponses adaptatives du cotonnier à Xcm. Cette hypothèse s’applique 

également aux plantes en général dont les gènes 9-LOX semblent être très sollicités en cas de  

stress biotiques, voire abiotiques (Göebel et al., 2001, 2002 ; Rustérucci et al., 1999 ; Rancé et al., 

1998 ; Jalloul et al., 2003 ; Montillet et al., 2002 ; Cacas et al., 2005). Dans ce contexte, le sujet de 
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thèse qui m’a été proposé s’inscrit dans la compréhension de la fonction de ce gène dans 

l’interaction Gossypium - Xanthomonas. 

 Les travaux de recherche de la première partie de ma thèse ont eu pour objectif de 

répondre à la question de la variation possible de la réponse LOX en fonction du fond génétique 

du cotonnier. Bien que nous ne disposions pas de l’ensemble de la gamme d’hôte ayant permis de 

caractériser la relation gène à gène (Follin et al., 1988 ; Gabriel et al., 1986), plusieurs interactions 

gène R – gène avr ont été retenues pour suivre l’activité LOX, la transcription du gène GhLOX1  

et le phénotype de la résistance exprimée (Sayegh-Alhamdia et al., 2008). Des lignées isogéniques 

et des génotypes de cotonnier contenant deux combinaisons différentes des gènes R, B2B3, ou 

B2b6, ou un seul gène R, B2, b6, ou B12, conférant une résistance à Xcm ont été infectés par l’une 

des trois races 1, 18 ou 20. La race 20 de Xcm est connue pour être virulente pour tous les 

génotypes de cotonnier, tandis que les races 1 et 18 induisent la RH plus ou moins prononcée 

(Delannoy et al., 2005 ; Follin et al., 1988). Il est remarquable que deux types de symptômes de la 

RH aient été observés. Le type 1 qui se caractérise par des zones sèches associées aux lésions, au 

blanchiment des tissus et à la pigmentation brune des nervures est associé aux génotypes Réba 

B2B3, Empire B2b6 et S295 B212. Le type 2 qui a révélé des lésions sèches entourées de tissus 

chlorotiques a été observé sur les génotypes AcB2 et Acb6. L’activité LOX et la transcription du 

gène GhLOX1  mesurées dans les différents génotypes testés sont à mettre en parallèle à 

l’apparition de la RH. La rapidité et l’intensité de l’augmentation de leurs niveaux, sont 

significatives et précèdent de quelques heures l’apparition irréversible des symptômes de la RH. 

Elles peuvent dépendre du fond génétique qui héberge le gène R, bien que d’autres sources de 

résistances mériteraient encore d’être évaluées. Ainsi, le gène GhLOX1 apparaît comme un gène 

primordial à la mise en place des mécanismes de défense spécifiques et peut être considéré 

comme un marqueur de choix de la résistance du cotonnier à Xcm.    

  L’existence des génomes A et D dans le cotonnier peut avoir des conséquences 

compliquant les interactions entre cette plante et ses parasites, dont Xcm. La cartographie 

moléculaire a indiqué que la base génétique de cette interaction cotonnier/Xcm est plus complexe 

que les données classiques. Wright et al., (1996) ont montré que l’allèle de gène récessif (b6) était 

une remarquable exception à la dominance génétique de la plupart des allèles de résistance. Ces 

auteurs ont également révélé l'effet du gène R B3 sur la résistance par la capacité de cet allèle à 

réduire la sévérité de la maladie provoquée par Xcm. Malheureusement, dans notre travail, nous 

n’avons pas pu vérifier l’effet négatif ou positif de B3 dans la résistance, la lignée isogénique pour 

ce gène n’étant pas disponible. Des recherches sur la distribution subgénomique des gènes R dans 

les plantes polyploïdes, et le cotonnier en particulier, revêtent un intérêt primordial pour de 
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futures investigations. La polyploïdie apparaît en effet comme un mécanisme majeur de création 

de diversité et de capacités adaptatives. Chez Arabidopsis, il a été montré que les allopolyploïdes 

fabriquent plus de chlorophylle, stockent plus d’amidon et sont moins sensibles aux conditions 

environnementales (homéostasie). Ces approches permettraient de mieux comprendre la 

contribution relative des deux sous-génomes dans l’expression des résistances aux parasites.  

 Au-delà de l’intérêt fondamental pour la compréhension de mécanismes de défense 

portés par les LOX, le gène GhLOX1 pourrait être un outil valable pour évaluer des variations 

physiologiques de la résistance de cotonnier en fonction de zones géographiques aux conditions 

climatiques différentes (ex. pays d’Afrique, Syrie..) où des gènes R sont connus pour être 

surmontés par de nouvelles races virulentes de Xcm. Ainsi, le « test LOX » appliqué à d’autres 

variétés de cotonnier infectées par d’autres races de Xanthomonas reflète une certaine importance 

pour ces pays. Dans cette optique, une exploration de la diversité de la virulence de Xcm vient de 

débuter en Syrie. Elle porte sur une étude d’une population syrienne de cette bactérie afin de 

caractériser sa structure génétique et de tenter de comprendre le comportement des génotypes de 

cotonnier déployés au champ dans la perspective de proposer des alternatives de lutte contre la 

bactériose qui connaît une recrudescence dans la région (Jalloul et al., résultats non publiés). Une 

extension régionale de cette étude est envisagée. 

 Enfin, afin de mieux caractériser la famille des LOXs du cotonnier, il serait judicieux de 

cloner les 5 autres gènes LOX identifiés par la technique de southern-blot (résultats non publiés). 

Pour l‘heure, deux gènes GhLOX ont été clonés, l’un de type 9 (GhLOX1), l’autre de type 13 

(GhLOX2) (Alhamdia, 2004 ; Sanier, 2008). Un troisième, GhLOX3, est en cours d’analyse 

(Marmey et al., résultats non publiés). L’étude du comportement de ces autres gènes GhLOXn 

durant l’interaction affinerait la compréhension de leur place dans la résistance versus la maladie, 

induites par Xcm. Elle permettrait surtout de discriminer les fonctions potentiels des 9- et 13-

LOX au regard des résultats acquis sur les oxylipines du cotonnier par rapport au devenir des 

hydroperoxydes (1) de type  9- suite à l’action du gène GhLOX1 (Jalloul et al., 2002 ; Marmey et 

al., 2007) et (2) de type 13-, caractérisés en faible quantité durant l’action incompatible (Jalloul et 

al., 2002) et dont une fraction est très probablement métabolisée en JA et/ou OPDA 

(Bouyaakikan, 2009 ; Champion et al., résultats non publiés). 

 

 Les travaux de recherche de la deuxième partie de ma thèse avaient pour objectif 

d’amorcer une approche génétique fondée sur la transformation du cotonnier pour la 

caractérisation fonctionnelle du gène GhLOX1 dans le but de confirmer son rôle dans 

l’installation de la RH à Xcm. Cette analyse fonctionnelle du gène GhLOX1 a pu être entreprise 
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grâce à la disposition d’un outil d’expression transitoire dans un système homologue (G. hirsutum, 

le cultivar Réba B50). Afin de comprendre le rôle de cette protéine in planta, nous avons obtenu 

par transgénèse des cotylédons de cotonnier surexprimant le gène GhLOX1. Dans un premier 

temps, après avoir vérifié la compatibilité entre A. tumefaciens et Xcm et validé l’efficacité de la 

transformation génétique du cotonnier traduite par une activité élevée du gène GUS, les 

expériences d’expression transitoire ont été réalisées en utilisant la souche d’A. tumefaciens 

LBA1119-VIRGN54D contenant l’une des trois constructions (35S-GhLOX1, 35S-GFP- 

GhLOX1 ou 35S-GhLOX1-GFP) permettant la surexpression du gène GhLOX1. Les résultats ont 

démontré que chez le cotonnier Réba B50, l’infiltration de souches d’A. tumefaciens permettant de 

surexprimer le gène GhLOX1 sous le contrôle d’un double promoteur 35S n’aboutissait pas à 

l’apparition de lésions RH sur les cotylédons transformés. La plupart d‘entre-eux surexprimant ce 

gène puis infiltrés par l’une des deux races (18 ou 20) de Xcm, ne présentait pas de modifications 

morphologiques spécifiques. Par contre, les cotylédons de la variété Acala 44, ne contenant aucun 

gène R connu, transformés avec la construction 35S-GhLOX1 puis infiltrés avec la race Xcm 18, 

affichaient un phénotype ressemblant à celui de la RH. Ces expériences de surexpression du gène 

GhLOX1 ont permis de mettre en évidence une augmentation de l’activité totale LOX, 

confirmant  que le gène GhLOX1 code pour une protéine active. Au stade actuel des recherches, 

mes résultats apportent une première preuve fonctionnelle que le gène GhLOX1 est associé à  la 

mort cellulaire hypersensible. Enfin, nous nous sommes aussi attachés à étudier l’effet 

d’Agrobacterium sur certaines réponses de défense de la plante en observant une induction du 

GhLOX1, 9h après l’infiltration par une des trois souches d’Agrobacterium testées. Les résultats ont 

montré une induction transitoire de l'expression dans les cotylédons de certains gènes de la voie 

des octadeconoïdes et des facteurs de transcription ERF qui pourrait être la conséquence d'un 

effet blessure lié à l’infiltration mécanique d’Agrobacterium dans les feuilles. 

 

 Pour la suite de ce travail concernant l'étude de la fonction du GhLOX1, et en plus des 

expériences proposées dans la conclusion du chapitre 2, il sera intéressant, dans ce système 

d'expression transitoire, d'étudier la réponse des plantes transformées à différents stimuli 

hormonaux comme les traitements au SA ou au JA. Dans ce dernier cas, en effet, cette hormone  

semble jouer un rôle important dans la mise en place de la RH et des recherches sur la voie de 

biosynthèse du JA dans ce contexte sont en cours d’investigation (Bouyaakikan, 2009 ; Champion 

et al., résultats non publiés) sur la base de données préalables (Jalloul, 2002). Il a en effet été 

observé, au laboratoire, que cette hormone est capable d’activer la transcription du gène 

GhLOX1 et celle d’une LOX de type 13. Dans ces conditions, l’infiltration de la race virulente 



 

 

 

126 

Xcm 20 sur des cotylédons de Réba B50 préalablement traités au MeJA a conduit à un phénotype 

de RH et à une diminution significative de la population bactérienne (Jalloul, 2002 ; Marmey et al., 

2007). A cet égard, l’utilisation de ce système d'expression transitoire est pertinent puisqu’il 

permettrait de vérifier la validité des expériences préalables du traitement au JA (Jalloul, 2002 ; 

Marmey et al., 2007) à condition (1) d’inhiber au préalable l’activité LOX endogène des 

cotylédons et (2) de transformer alors ces derniers avec une construction contenant un 

promoteur sensible au JA. 

 

 Il a été suggéré que les LOX seules ne pouvaient pas induire la mort cellulaire (Jalloul et 

al., 2002 ; Rusterucci et al., 1999). Dans ce contexte, Cacas et al., (2005) et Dhont et al., (2000) ont 

démontré une co-induction des lipide acyle - hydrolases (LAH) et des LOX, les premières étant 

pourvoyeuses de substrats des secondes. Nous avons alors recherché si une (ou des) LAH étaient 

activées au cours des réponses de défense chez le cotonnier pour fournir aux LOX les acides gras 

libres précurseurs des oxylipines. La libération de AGPI des membranes est connue pour être 

catalysée par les LAH dont certaines ont une activité galactolipase (Cacas et al., 2005 ; La Camera 

et al., 2009). La co-induction des gènes LAH et 9-LOX a été suggérée comme suffisante pour 

provoquer la mort cellulaire, supposant que ces enzymes libèrent les AGPI plastidiques et initient 

la voie de la 9-LOX au cours de la RH de tabac (Cacas et al., 2005). Chez le cotonnier, une 

activité galactolipase a également été observée pendant la RH à Xcm (Cacas et al., 2008). Il a été 

proposé que le gène GhPat1 participe à la mobilisation des AGPI des chloroplastes 

membranaires, initiant de ce fait le processus de peroxydation par le gène GhLOX1 dont la 

séquence indique qu’il code une 9-LOX. Les activités transcriptionnelles des gènes GhPat1 et 

GhLOX1 sont à ce titre induites de manière quasi synchrone. Ces observations confirment que la 

lipase pourrait être l’un des éléments clés et précoces de l’induction de la RH du cotonnier en 

réponse à Xcm. L‘analyse fonctionnelle du gène Ghpat1 par des approches de génétique par 

suppression de son expression utilisant le système de RNAi, par exemple, devrait contribuer à 

établir son rôle pendant la mort cellulaire de type hypersensible chez le cotonnier, en découplant 

son activation de celle du gène GhLOX1. Le phénotype alors attendu serait une suppression, ou 

une forte diminution, des symptômes HR alliée à une réduction très significative de l’activité 

LOX, de l’accumulation des 9-hydroperoxydes et de la transcription du gène GhLOX1. Dans cet 

esprit, l’utilisation des mutants patatin d’A. thaliana devrait être utile à la validation du rôle de ces 

gènes dans l’initiation de la voie 9-LOX s’établissant lors de la mort cellulaire de type 

hypersensible.  
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 D’un point de vue plus global, la famille des gènes LOX chez les plantes possède des 

caractéristiques intéressantes, incluant leur implication dans les processus de développement et de 

la mort cellulaire (Brash, 1999 ; Feussner et Wasternack , 2002 ; Maccaronne et al., 2001). En 

outre, la découverte de nouvelles oxylipines, associée à l'identification de leurs importantes 

activités biologiques, s’est considérablement accélérée ces dernières années (Anderson et al., 

2006 ; Eckart, 2008 ; Farmer et al., 2003 ; Fammartino et al., 2007 ; Kazan et Manners, 2008 ; La 

Camera et al., 2009 ; Sharma et al., 2006 ; Walter et al., 2006). On peut ainsi s’interroger sur le rôle 

des 9-LOX dans le système de défensif des plantes en regard de celui qu’elles ont dans la 

régulation du développement de certains organes et de la diversité des oxylipines produites. Des 

travaux récents ont non seulement montré que les 9-LOX étaient impliquées dans la 

morphogénèse des racines d’A. thaliana (Vellosillo et al., 2007) et du maïs (Gao et al., 2008a), mais 

que ces mêmes LOX régulaient le système défensif des racines respectivement contre P. syringae et 

le nématode à galle M. incognita. Dans ce dernier cas, le gène ZmLOX3, qui code une 9-LOX, 

contrôlerait la résistance du maïs à ce nématode via l’activation d’un gène PAL, à l’origine de la 

biosynthèse de la vaste famille des composés phénoliques (Gao et al., 2008a). Dans les racines de 

maïs, le gène ZmLOX3 réprimerait les voies de signalisation du SA, JA et ETH pour favoriser la 

croissance de cet organe.  

 Meloidogyne incognita, parasite biotrophe, cause des dégâts considérables aux plantations de 

cotonnier de par le monde. De vastes programmes de recherche de sources de résistance sont à 

cet égard en cours en Amérique du Sud, peu de génotypes cultivés étant résistants à ce parasite 

(McPherson et al., 2004). Dès lors, il serait judicieux d’élargir les connaissances de la nature des 

mécanismes activés par le système racinaire du cotonnier en réponse à une infestation par M. 

incognita. Les génotypes résistants mettent en place une RH au phénotype cellulaire assez bien 

caractérisé, mais dont les mécanismes moléculaires sous-jacents demeurent encore très mal 

connus, tant chez le cotonnier que chez les autres plantes. A ce jour, les cotonniers interagissant 

de manière incompatible avec Xcm ne manifestent aucune résistance à M. incognita ni à un autre 

nématode ravageur des racines, Rotylenchulus reniformis. Des travaux réalisés sur G. hirsutum 

résistant infecté par M. incognita (Wubben et al., 2008) ont révélé la transcription de 14 gènes 

(MIC ; Meloidogyne Induced Cotton genes) spécifiquement induits par les racines et non par 

l’appareil aérien. Aucun d’entre-eux n’est induit lors de la HR à Xcm. Au cours de cette 

interaction cotonnier/M. incognita, la réponse de plusieurs gènes de « référence » a été également 

testée dont le gène GhLOX1 pour lequel aucune variation significative du niveau de transcription 

n’a été constatée durant la HR induite par le nématode.  
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 L’ensemble de ces observations soulève plusieurs interrogations au sujet de la fonction 

des gènes 9-LOX et de leur régulation chez les plantes et le cotonnier en particulier : 

 (1) l’expression des 9-LOX en conditions de stress chez le cotonnier dépend-elle de la 

nature du fond génétique [déjà soupçonnée dans le cas de la résistance à la bactériose (Alhamdia 

et al., 2008)], sachant que les espèces cultivées du genre Gossypium sont allotétraploides ? 

 (2) la fonction des 9-LOX étroitement liée à l’exécution de la mort cellulaire 

hypersensible est-elle uniquement opérationnelle au cours des HR foliaires ? Autrement dit, 

existe-il des LOX organe-spécifique ? 

 (3) il y a-t-il des 9-LOX dont la fonction est spécifiquement dédiée à l’exécution de la 

mort cellulaire et d’autres associées à d’autres fonctions de défense ? Cette question parait 

légitime dans la mesure ou le gène ZmLOX3 est capable de contrôler les niveaux de résistance 

(ou de sensibilité, selon) du maïs à différent agents pathogènes dont Fusarium verticillioides, 

Colletotrichum graminicola, Cochliobolus heterostrophus ou Exserohilum pedicellatum (Gao et al., 2009).

 (4) une même 9-LOX peut-elle partagée plusieurs fonctions dont la régulation serait 

dépendante des conditions de stress de la plante ? Le cas du couple maïs / M. incognita est-il 

généralisable ? Dans ce cas de figure, cette régulation pourrait s’opérer soit de manière post-

traductionnelle au niveau de la protéine 9-LOX, soit via l’inhibition ou l’activation d’une voie de 

signalisation comme c’est le cas pour le gène ZmLOX3 du maïs (Wubben et al., 2008).  

 Cette dualité fonctionnelle « dévelopement/défense », a également été révélée par 

Vellosillo et al. (2007) au sein des racines d’A. thaliana dans lesquelles les oxylipines issues de la 

voie 9-LOX sont impliquées dans l’élaboration des parois cellulaires liée au développement 

racinaire et à l’arrêt de la colonisation par P. syringae. L’action des 9-hydroperoxydes sur la 

synthèse de callose (polymère de -1,3 glucanes) et de pectine (polymère d’acide galacturonique) 

est ainsi évoquée. Ces auteurs laissent cependant entrevoir un fonctionnement synergique entre la 

voie des 9-LOX et celle des -dioxygénases qui pourrait être vérifié en utilisant des doubles 

mutants LOX/DOX. 

  

 La voie métabolique des oxylipines est très sollicitée dans les stratégies de défense des 

plantes, révélant l’importance majeure des 13- et 9-LOX pour leur survie aux agressions 

parasitaires (Blée, 2002). Au sein de cette famille, la voie des octadécanoïdes conduit à la synthèse 

du JA qui, dans les feuilles de cotonnier, est un candidat au rôle d’activation du gène GhLOX1 

(Jalloul, 2002 ; Marmey et al., 2007). Bien que les travaux sur la synthèse du JA au cours de la HR 

induite chez le cotonnier par Xcm soient en cours d’investigation (Bouyaakikan, 2009 ; Champion 

et al., non publiés ; Jalloul, 2002), il serait pertinent de vérifier comment cette hormone régule in 
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planta  la transcription du gène GhLOX1 ou l’activité de la protéine. Une réponse précise à cette 

question pourrait conférer au JA une place déterminante dans la régulation de la mort cellulaire 

hypersensible 9-LOX dépendante chez le cotonnier, dans un premier temps, et chez A. thaliana, 

dans un second temps, lorsqu’elle interagit avec Xc pv campestris. Dans cette analyse, l’information 

selon laquelle l’activation de la voie 9-LOX dans les racines d’A. thaliana à des fins de croissance 

et de défense serait indépendante de la signalisation liée à l’AJ n’est pas anodine (Vellosillo et al., 

2007). Elle met en effet en exergue la possibilité d’une variabilité de la signalisation du réseau des 

oxylipines en terme de capacités adaptatives des plantes aux stress biotiques. 
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Annexe 1 : Gènes de résistance chez les plantes, d’après Liu et al. 2007 

 

Gene Host Pathogen protein type 
RPS2 Arabidopsis Pseudomonas syringae CC-NBS-LRR 
RPS5 Arabidopsis Pseudomonas syringae LZ-NBS-LRR 
RPM1 Arabidopsis Pseudomonas syringae CC-NBS-LRR 

RPP8/HRT Arabidopsis Peronospora parasiticia CC-NBS-LRR 
RPP13 Arabidopsis Peronospora parasiticia CC-NBS-LRR 
RCY1 Arabidopsis Cucumber mosaic virus CC-NBS-LRR 

RPP/HRT Arabidopsis Turnip crinkle virus CC-NBS-LRR 
RPM1 Tomato Pseudomonas syringae CC-NBS-LRR 

Prf Tomato Pseudomonas syringae CC-NBS-LRR 
I2 Tomato Fusarium oxysporum CC-NBS-LRR 

Mi-1 Tomato Meloidogyne javanica CC-NBS-LRR 
Mi-9 Tomato Meloidogyne javanica CC-NBS-LRR 

Sw-5/Mi Tomato Tospovirus CC-NBS-LRR 
Rx2 Potato PVX (Potato X virus) CC-NBS-LRR 

Gpa2/Rx1 Potato Globodera pallida/PVX CC-NBS-LRR 
R1 Potato Phutophthora infestans CC-NBS-LRR 

Mla1 Barely Blumeria graminis CC-NBS-LRR 
Mla6 Barely Blumeria graminis CC-NBS-LRR 
Mla12 Barely Blumeria graminis CC-NBS-LRR 
Mla13 Barely Blumeria graminis CC-NBS-LRR 

Pib Rice Magnaporthe grisea CC-NBS-LRR 
Pi-ta Rice Magnaporthe grisea CC-NBS-LRR 
Pi36 Rice Magnaporthe grisea CC-NBS-LRR 
Xa1 Rice Xanthomona oryzae CC-NBS-LRR 
Rp1 Maize Puccinia sorghi CC-NBS-LRR 
Dm3 Lettuce Bremia lactucae CC-NBS-LRR 
Bs2 Pepper Xanthomonas campestris CC-NBS-LRR 

Pm3b Wheat Blumeria graminis f. sp.Tritici CC-NBS-LRR 
Lr10 Wheat Puccinia triticina CC-NBS-LRR 
Pl8 Sunflower Plasmopara halstedii CC-NBS-LRR 

RPS4 Arabidopsis Pseudomonas syringae TIR-NBS-LRR 
RPP1 Arabidopsis Peronospora parasiticia TIR-NBS-LRR 
Rpp10 Arabidopsis Peronospora parasiticia TIR-NBS-LRR 
Rpp14 Arabidopsis Peronospora parasiticia TIR-NBS-LRR 
RPP4 Arabidopsis Peronospora parasiticia TIR-NBS-LRR 
RPP5 Arabidopsis Peronospora parasiticia TIR-NBS-LRR 
SSI4 Arabidopsis P. syringae pv. maculicola TIR-NBS-LRR 
L6 Flux Melampsora lini TIR-NBS-LRR 

L, L1-L11, LH Flux Melampsora lin TIR-NBS-LRR 
M Flux Melampsora lini TIR-NBS-LRR 
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P Flux Melampsora lini TIR-NBS-LRR 
P2 Flux Melampsora lini TIR-NBS-LRR 
Bs4 Tomato Xanthomonas campestris TIR-NBS-LRR 
N Tobacco Tobacco mosaic virus TIR-NBS-LRR 

RRS1-R Arabidopsis Ralstonia solanscearum WRKY-TIR- NBS-LRR 
Pi9 Rice Magnaporthe grisea NBS-LRR 
Pi2 Rice Magnaporthe grisea NBS-LRR 
Piz-t Rice Magnaporthe grisea NBS-LRR 
Cre3 Wheat Heterodera avenuae NBS-LRR 
Cre1 Wheat Heterodera avenuae NBS-LRR 
I2C Tomato Fusarium oxysporum NBS-LRR 
Hero Tomato Globodera rostochiensis NBS-LRR 
Rpg1 Barley Puccinia graminis Protein kinase 

RPP27 Arabidopsis Peronospora parasiticia Receptor like protein 
Pto Tomato Pseudomonas syringae Ser/Thr protein kinase 

Xa21 Rice Xanthomona oryzae LRR-Ser/Thr protein kinase 
Xa21D Rice Xanthomona oryza LRR receptor- like protein 
Xa26 Rice Xanthomona oryzae LRR receptor- like kinase 
RFO1 Arabidopsis Fusarium oxysporum Receptor-like kinase 
Pi-d2 Rice Magnaporthe grisea B-lectin PK 
Cf-9 Tomato Cladosporium fulvun LRR-TM 
Cf-2 Tomato Cladosporium fulvun LRR-TM 
Cf-4 Tomato Cladosporium fulvun LRR-TM 

Hcr9-4E Tomato Cladosporium fulvum LRR-TM 
Cf-2/5 Tomato Cladosporium fulvun LRR-TM 

Ve Tomato Verticillium dahliae LRR-TM 
Hslpro-l Beet Heterodera schachtii LRR-TM 
Rpw8 Arabidopsis Erysiphe cruciferarum TM-CC 
Mlo Barely Erysiphe graminis TM 
Xa5 Rice Xanthomona oryzae TFⅡA Trans- cription factor 
Xa27 Rice Xanthomona oryzae No homolog 
Xa13 Rice Xanthomona oryzae Homolog of nodulin MtN3 
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Abstract In cotton plant, Xanthomonas-induced hyper-

sensitive response (HR) is accompanied by a lipid

peroxidation process involving a 9-lipoxygenase (LOX),

GhLox1. Initiation of this oxidative metabolism implies the

release of the LOX substrates, or polyunsaturated fatty

acids. Since patatin-like proteins (PLPs) are likely candi-

dates for mediating the latter step, we searched for genes

encoding such enzymes, identified and cloned one of them

that we named GhPat1. Biochemical and molecular studies

showed that GhPat1 expression was up-regulated during

the incompatible interaction, prior to the onset of the

corresponding galactolipase activity and cell death symp-

toms in tissues. Protein sequence analysis and modelling

also revealed that GhPat1 catalytic amino acids and fold

were conserved across plant PLPs. Based on these results

and our previous work (Jalloul et al. in Plant J 32:1–12,

2002), a role for GhPat1, in synergy with GhLox1, during

HR-specific lipid peroxidation is discussed.

Keywords Patatin-like protein � Galactolipase �

Lipoxygenase � Lipid peroxidation � Hypersensitive

response � Programmed cell death

Abbreviations

CE Cotton patatin-like EST

DAD1 Defective in anther dehiscence 1

DGL DONGLE

FAH Fatty acid hydroperoxide

HR Hypersensitive response

LAH Lipid acyl-hydrolase

LOX Lipoxygenase

PCD Programmed cell death

PLA2 Phospholipase A2

PLP Patatin-like protein

PUFA Polyunsaturated fatty acid

TMV Tobacco mosaic virus

Xcm Xanthomonas campestris pv. malvacearum

Introduction

Programmed cell death (PCD) is a genetically controlled

process, widely conserved across kingdoms, the purpose of

which is the fitness of cellular communities and higher

organisms. PCD is developmentally regulated, but can also
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be induced in response to stress (Lewis 2000; Ameisen

2002; Diamond and McCabe 2007). To cope with pathogen

attacks, plants have evolved numerous defence mecha-

nisms including hypersensitive response (HR), whose

appearance at the macroscopic level is characterized by a

rapid host cell death restricted to the infection site. It is

now commonly admitted that hypersensitive cell death is a

form of PCD associated with plant resistance to biotrophic

pathogens (Mur et al. 2008).

Among mechanisms that were identified during HR is

the activation of the lipoxygenase (LOX) pathways. LOXs

catalyse the introduction of molecular oxygen into poly-

unsaturated fatty acids (PUFAs) to produce hydroperoxides

(Montillet et al. 2004). Induction of LOX expression and

activity was reported in various plant/pathogen interactions

(Melan et al. 1993; Véronesi et al. 1996; Kolomiets et al.

2000; Jalloul et al. 2002). Consistently, accumulation of

fatty acid hydroperoxides (FAHs) and their derivatives,

both referred to as oxylipins, was evidenced in this specific

context (Montillet et al. 2002; Göbel et al. 2002; Hamberg

et al. 2003; Andersson et al. 2006). In a general manner,

due to their cognate antimicrobial and/or defence gene

activating properties, oxylipins are thought to participate to

plant immune reaction associated with HR (Blée 2002;

Alméras et al. 2003; Prost et al. 2005). However, some of

them also exhibit cytotoxic activities (Rustérucci et al.

1999; Vollenweider et al. 2000; Knight et al. 2001; Dav-

oine et al. 2005) and might, therefore, contribute to the

execution of hypersensitive cell death.

In a previous work, we characterized lipid peroxidation

upon inoculation of upland cotton cotyledons (Gossypium

hirsutum cv. Reba B50) with the bacteria Xanthomonas

campestris pv. malvacearum (Xcm). We established that a

massive FAH accumulation dependent on 9-LOXs was

setting up in tissues in parallel with the course of HR

symptoms. Onset of the 9(S)-LOX activity was preceded

by the transient rise of GhLox1 transcript steady-state level

(Jalloul et al. 2002). Cloning of the GhLox1 cDNA and

analysis of the deduced protein sequence revealed that

amino acids at the Sloane’s positions were specific of a 9-

LOX enzyme (Marmey et al. 2007). In cryptogein-elicited

tobacco leaves, a similar oxidative metabolism has been

described (Rustérucci et al. 1999). For this specific model,

it was additionally shown that PUFAs originating mainly

from plastid galactolipids were intensively consumed. The

latter event was also preceded by a significant increase in

free PUFA concentration. These observations led the

authors to hypothesize the implication of galactolipases in

providing free PUFAs from chloroplast membranes to the

9(S)-LOX.

As lipid acyl-hydrolases (LAHs), patatin-like proteins

(PLPs) do not hydrolyse triglycerides. They possess, nev-

ertheless, a large spectrum of substrates including both

phospholipids and glycolipids (Andrews et al. 1988;

Strickland et al. 1995; Dhondt et al. 2000; Matos et al.

2001, 2008; Rietz et al. 2004; La Camera et al. 2005). In

tobacco mosaic virus-infected tobacco leaves, three out of

four genes coding for PLPs, NtPat1-3, were found to be

rapidly induced (Dhondt et al. 2000). Interestingly, two of

the corresponding recombinant proteins were shown to

display not only a phospholipase A2 activity, but also a

galactolipase one (Dhondt et al. 2000; Heitz et al. 2004). It

was also reported that expression of NtPat1-3 genes was

followed by the induction of a galactolipase activity upon

cryptogein treatment and inoculation of the avirulent strain

of Ralstonia solanacearum (Cacas et al. 2005). In these

conditions, it was further demonstrated that expression of

patatin-like and 9-LOX genes, as well as galactolipase and

9(S)-LOX activities, were regulated in a co-ordinated

manner. Taking into account this set of results, one can

assume that PLPs, by releasing plastid PUFAs, initiate the

9-LOX pathway during tobacco HR.

The striking conservation of HR-associated lipid per-

oxidation in tobacco and cotton plants prompts us to

investigate the putative involvement of cotton PLPs in this

context. Expression profiles of patatin-like ESTs from G.

hirsutum were compared upon inoculation with virulent

and avirulent Xcm races. In accordance with the working

hypothesis, increase in steady-state levels of two ESTs

followed by the onset of a galactolipase activity in tissues

undergoing HR was evidenced. The full-length cDNA

corresponding to one of these ESTs was cloned and the

deduced protein sequence analysed. Lastly, a role for PLPs

in cotton HR is proposed.

Materials and methods

Plant material, bacterial strains and inoculation

Analysis was carried out on cotton plants, G. hirsutum cv.

Reba B50 (Allen 9 Stoneville 2B), which is similar to the

101-102 B line and contains the B2B3 R-genes conferring

resistance to race 18 of Xcm. This cotton genotype is sus-

ceptible to race 20 (Innes 1983; Hillocks 1992). Plants

were grown in a greenhouse under natural light and 30/

25°C light/dark cycles with relative humidity averaging

80%. Races 18 and 20 of Xcm were maintained at 30°C on

YPG agar medium (0.5% w/v yeast extract, 0.5% w/v

bacteriological peptone, 0.5% w/v glucose as carbon

source and 1.5% w/v agar, pH 5.0). Bacteria for inoculation

were grown in 150 ml YPG medium at 30°C under vig-

orous shaking (150 rpm, TH30 incubator, Edmund Bühler).

After approximately 18 h of growth, cultures were washed

twice and resuspended in sterile water to reach a bacterial

density of 108 CFU/ml. The suspension, or sterile water as
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control, was then infiltrated onto the abaxial sides of

10 day-old cotyledons using a needless syringe.

Lipase and galactolipase assays

Galactolipase and lipase activities were assayed using an

indirect spectrophotometric assay according to Cacas et al.

(2005). Lipid substrates, dilinoleoyl-monogalactosyldi-

glycerol and trilinolein, were respectively purchased from

Serdary (Interchim, Mont Luçon, France) and Sigma-

Aldrich (Sigma-Aldrich Chimie SARL, Saint Quentin

Fallavier, France).

Relative reverse transcription-polymerase chain

reaction

Total RNA were extracted from Xcm-infected and water-

infiltrated cotyledons as described by Corre et al. (1996)

and reverse-transcribed (7.5 lg/sample) using the enzyme

Stratascript (Stratagene, La Jolla, USA). The primers used

for this step was an oligo(dT)18. Relative duplex PCR and

product quantification were performed as previously

described (Cacas et al. 2005). The following pairs of

primers were used: CE1, forward, 50-AGGGGGTATCAG

AGGGCTTA-30 and reverse, 50-TGCAAGGATGGCT

TTTTACC-30; CE2, forward, 50-CATAGCAACCTCAG

CTGCAC-30 and reverse, 50-TAATCCATGGGTTTCGTT

GG-30; CE3, forward, 50-TCCGAACGAAAAGAATCG

AC-30 and reverse, 50-CTTAGTCCCAATGCGTTTGA-30;

CE4, forward, 50-GCAAATTGACCGTGTTGTTG-30 and

reverse, 50-CCCTAAGTGACCACGAGCAT-30; CE5, for-

ward, 50-TTGCCTGCAAGAACATTCAC-30 and reverse,

50-TTTTCCAGGCACCTTGATTC-30; CE6, forward, 50-CT

TTGGCTTATCTCGAACACG-30 and reverse, 50-TACAT

CCGCTTCCCATTCTC-30. As internal control, an actin

fragment (300 bp) was also co-amplified using the fol-

lowing primers: forward, 50-ATTGTGAGCAAC TGGG

ATGA-30and reverse, 50-GTAGATGGGGACGGTGTG

AG-30. Linearity range in function of the template con-

centration and number of cycles were checked to insure the

validity of the PCR conditions. CE1 and CE2 PCR prod-

ucts were also sequenced to check primer specificity.

Isolation and cloning of GhPat1 cDNA

Full-length sequence of GhPat1 was determined by rapid

amplification of cDNA ends (RACE)-PCR. The bacterio-

phage k DNA used as template was extracted according to

Santos (1991) from a cDNA library performed on Reba

B50 cotyledons 5.5 h upon inoculation with Xcm race 18

(Delannoy et al. 2003). The 50- and 30-ends were respec-

tively amplified using CE1 reverse and SP6 primers, and

CE1 forward and T7 primers. The PCR reaction was

performed according to the manufacturer’s instructions

(Sigma-Aldrich Chimie SARL, Saint Quentin Fallavier,

France) in a final volume of 25 ll containing 0.2 U of Taq

DNA polymerase, 200 nM of each primer, 200 lM of each

dNTP and 5 ll of a 50-fold diluted template. Amplification

was performed with an initial denaturation step of 95°C for

5 min followed by 35 cycles of denaturation (30 s at 95°C),

annealing (30 s at 50°C) and extension (1 min 30 s at

72°C). After the last cycle, PCR products were extended

for 5 min at 72°C. To identify specific PCR products,

nested primers were designed as following: CE1-Fnested,

50-AAATTGCACCAGACCCTGAC-30 and CE1-Rnested,

50-TCCAGGAATAAGCCCTCTGA-30. A 25-fold dilution

of the previous PCR products was then used as template for

a second PCR run in the same conditions. Sequencing of

nested PCR products allowed to determine the full-length

GhPat1 sequence. The cDNA was finally amplified by one-

step PCR using a high fidelity DNA polymerase according

to the manufacturer’s instructions (PfuTurbo, Stratagene,

La Jolla, USA) and the following pair of primers: GhPat1-

Fc 50-TCCCCCGGGGATTCTCACAAACCTTA-30 and

GhPat1-Rc 50-TGCTCTAGATGGATTAACGTCTACCG

GT-30. It was cloned into SmaI restrictions sites in

pBluescript II SK(?) plasmid (Stratagene, La Jolla, USA).

Clones were finally sequenced before GhPat1 cDNA sub-

mission to GenBank.

Prediction of GhPat1 tertiary structure

The raw sequence of GhPat1 was used as query to screen the

protein data bank (PDB) by means of the BLAST algorithm.

As expected, the best hit retrieved corresponded to the

potato patatin Pat17 (PDB entry, 1OXW_A), whose struc-

ture had already been determined by X-ray crystallography

(Rydel et al. 2003). Considering the high structural identity

within both proteins (50.33%), Pat17 was chosen as tem-

plate for homology modelling. Pairwise alignments were

conducted using DALI server (http://www.ebi.ac.uk/

DaliLite/) and manually curated. Models were then per-

formed using the SwissModel program (http://swissmodel.

expasy.org//SWISS-MODEL.html; Schwede et al. 2003)

and evaluated with WhatIF tool (http://www.cmbi.kun.nl/

gv/servers/). Images were created with pymol (http://pymol.

sourceforge.net/).

Results

Identification of patatin-like ESTs from cotton plant

Since the cotton genome is not sequenced, we searched

cDNA libraries available online at the TIGR database (The

Institute for Genomic Research, Cotton Gene Index;
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http://www.tigr.org/) for patatin-like ESTs. We first

applied the keywords ‘‘patatin’’ and ‘‘patatin-like’’ to

screen the database. We then completed the search by

means of the BLAST algorithm using as queries the pre-

viously identified sequences and those of characterized

PLPs from Nicotiana tabacum (Drews et al. 1992; Dhondt

et al. 2000) and Arabidopsis thaliana (Holk et al. 2002). On

the whole, 11 ESTs were retrieved, seven from G. hirsutum

and four from G. arboreum (Table 1). They were named

cotton patatin EST (CE)1–11. Among them were two CE1,

which showed 100% identity along 580 bp they shared. It

is noteworthy that at the nucleotide level CE1-3 shared

with their Arabidopsis homolog, PLP2, a 150 bp-long

region of high identity (80–90%). Previously, it has been

evidenced that AtPLP2 expression was stimulated follow-

ing necrotrophic fungi inoculation and various abiotic

stresses (Narusaka et al. 2003). More recently, using

transgenic lines a positive correlation in between AtPLP2

level and hypersensitive cell death has been established (La

Camera et al. 2005). Furthermore, by contrast to all other

ESTs CE1-3 also presented a relatively high percentage of

homology (around 70%) with their tobacco counterparts,

NtPat1-3. Again, the latter genes were shown to be up-

regulated during virus- and bacteria-induced HR (Dhondt

et al. 2000; Cacas et al. 2005).

Expression patterns of patatin-like ESTs in response

to Xcm bacteria

Cotton plant, G. hirsutum cultivar Reba B50, carrying the

B2B3 blight-resistance genes is resistant to Xcm race 18

whereas it develops disease in response to race 20 (Innes

1983; Hillocks 1992). In an attempt to identify candidate

patatin-like genes specifically involved in HR, we com-

pared by relative RT-PCR the expression patterns of CE1-6

in cotyledons infected with either of the two Xcm races.

Using specific primers of CE3, CE5 and CE6, no amplifi-

cation was observed during interactions and in control

tissues infiltrated with water. However, we did get ampli-

fication of PCR fragments by using genomic DNA as

template (data not shown). This strongly suggests that the

gene(s) corresponding to this set of ESTs are not expressed

in our experimental conditions. Another EST, CE4, dis-

played a constitutive steady-state level that remained

unchanged throughout the time-course of the experiment

(data not shown). On the other hand, CE1 and CE2 did

show differential patterns of expression in between the two

interactions (Fig. 1). In response to Xcm race 18, a sig-

nificant increase in CE1 transcript level was monitored,

beginning beyond 4 hpi and reaching a plateau as soon as

10 hpi. By contrast, in tissues inoculated with Xcm race 20,

CE1 transcripts accumulated later and transiently with an

optimum at 15 hpi. No transcripts were detected in con-

trols. CE2 expression was constitutive and only stimulated

in incompatible conditions. Compared to CE1, the rise in

CE2 transcript level occurred later but faster, being sig-

nificant and already maximum at 10 hpi. Altogether, these

data suggest the involvement of CE1- and CE2-encoded

PLPs in a key step of cotton HR.

Onset of a galactolipase activity specific of cotton HR

Patatin-like proteins belong to the LAH class known to

catalyse the deacylation of both galactolipids and phos-

pholipids (Andrews et al. 1988; Strickland et al. 1995;

Dhondt et al. 2000; Matos et al. 2001, 2008; Rietz et al.

2004; La Camera et al. 2005). We thus followed the kinetic

evolution of galactolipase activity in cotyledons infiltrated

either with the avirulent or virulent races of Xcm (Fig. 2).

During the incompatible interaction, the galactolipase

Table 1 Nomenclature of

patatin-like ESTs identified

from Gossypium hirsutum (a)

and Gossypium arboreum (b)

CE cotton patatin-like EST,

TIGR The Institute for Genome

Research, GI gene ID, ref.

reference

Designation TIGR ref. GI ref. Length (bp) Library ref. Comments

(a) Gossypium hirsutum

CE1 AI727007 5045859 604 6-Day cotton fibber

(#1PK)

6-Day post anthesis

immature fibbers,

Acala Maxxa cultivar
CE1 AI727476 5046328 629

CE4 AI731710 5050562 626

CE3 AI055027 3326141 699 Cotton boll abscission

zone (#1AH)

From Clemenson

University Genomics

Institute (CUGI)
CE2 AI055516 3326630 631

CE5 AI055087 3326201 709

CE6 AI055350 3326464 653

(b) Gossypium arboreum

CE7 BE052657 13245389 264 7–10 Days post anthesis

fibber (#2DG)

Fibbers isolated

from bollsCE8 BG444707 13354359 901

CE9 AW728182 7625752 1640

CE10 AW730544 7628189 1991
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activity started increasing beyond 18 hpi and kept on going

until 72 hpi, where it reached about 50 pKat/mg proteins.

A significant rise in enzymatic activity was also observed

during the compatible interaction, but it occurred later

(from 48 hpi) and the highest level ever measured (at

72 hpi) only represented one fifth of those recorded for the

incompatible interaction. In control tissues, the galactoli-

pase activity was barely detectable. Besides PLPs, certain

lipases such as defective in anther dehiscence 1 (DAD1)

and the related enzyme DONGLE are able to hydrolyse

galactolipids (Ishiguro et al. 2001; Hyun et al. 2008). To

assess the enzymatic specificity of our crude protein

extracts, we therefore tested their ability to cleave trilino-

lein, a triglyceride commonly used to evidence lipase

activity. In extracts prepared at several time points (24, 48

and 72 hpi) from tissues undergoing HR, no lipase activity

was detected (data not shown). Collectively, these results

along with the expression data presented above sustain the

idea that CE1- and CE2-encoded PLPs might be respon-

sible for at least part of the galactolipase activity induced

during cotton HR.

Cloning of a patatin-like cDNA and analysis

of the deduced protein sequence

Full-length transcript sequence corresponding to CE1

was determined by nested RACE-PCR. Primers were

then designed to amplify by one-step PCR and clone the

cDNA in pBluescript II plasmid as described in the

Sect. ‘‘Materials and methods’’. Since it was the first cotton

patatin cDNA cloned, it was named GhPat1 (standing for

G. hirsutum Patatin-like 1). The sequence deposited at

GenBank (AY929163) includes a 44 bp-long 50-UTR, a

1.302 bp-long ORF and a 223 bp-long 30-UTR (Fig. 3).

The calculated molecular weight of the deduced protein

(434 amino acids) is 47.83 kDa. Its predicted isoelectric

point is 6.89. No signal peptide was evidenced using

ChloroP1.1 and Psort II softwares (Nakai and Kanehisa

1992; Emanuelsson et al. 1999), suggesting that GhPat1,

like its Arabidopsis homolog AtPLP2 (La Camera et al.

2005), resides in the cytoplasm.

Protein alignment revealed highly conserved regions in

GhPat1 sequence (Fig. 4), that match the four consensus

blocks described for prokaryotic PLPs (Banerji and Flieger

2004) and an additional block (block V), evidenced by

sequence comparison with human cPLA2 (Hirschberg et al.

2001). Amino acids and motifs relevant or supposedly

relevant for enzymatic activity and/or tertiary structure

according to the latter studies were also identified (see

legend of Fig. 4). Importantly, the position and nature of

the catalytic dyad previously evidenced on potato patatin

Pat17 (Rydel et al. 2003) was found to be conserved in

GhPat1 primary structure : S79 and D230 in blocks II and

IV, respectively.

To further strengthen our analysis, we built a structural

model for GhPat1 (see Sect. ‘‘Materials and methods’’ for

details). The overall model and template structures

appeared to match almost perfectly when superimposed

Fig. 1 Time-course changes in CE1 (a) and CE2 (b) expression in

Reba B50 cotyledons infiltrated with Xcm race 18 (filled circles), race

20 (open circles) or water (filled squares) as control. Mean and SE of

three independent analyses

Fig. 2 Time-course evolution of galactolipase activity in Reba B50

cotyledons infiltrated with Xcm bacteria or water. Curve symbols are

the same as those used in Fig. 1. Mean and SE of two independent

analyses
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(data not shown), suggesting that GhPat1 fold topology is

quite similar to that of Pat17. Accordingly, the central core

of GhPat1 is distinct from that of the canonical a/b-

hydrolase fold. It is organized as a six-stranded-sheet fold

containing five parallel b-strands followed by one antipar-

allel strand (data not shown). The catalytic dyad, as well as

the motif GGX(R/K) supposed to be involved in the sub-

strate orientation and oxyanion stabilization in the catalytic

pocket (Dessen et al. 1999), are all localized in a close

vicinity (Fig. 5a). In addition, their positions in the pre-

dicted tertiary structure are well conserved with those of

Pat17 (Fig. 5b).

Finally, phylogenetic analysis also showed that GhPat1

unrooted in a phylum composed of AtPLP2 and NtPat1

(Fig. 6), two PLPs whose galactolipase activity was

experimentally demonstrated (Heitz et al. 2004; La Camera

et al. 2005; Matos et al. 2008). In conclusion, our in silico

analysis strongly suggests that GhPat1 gene encodes a

cytoplasmic PLP which is enzymatically active.

Discussion

Here, we report the identification of eleven patatin-like

ESTs from two cotton species, G. hirsutum and G. arbor-

eum. In Xcm-infiltrated cotyledons, quantification of CE1-6

concentrations revealed four different expression patterns,

indicating that the genome of G. hirsutum cv. Reba B50

Fig. 3 GhPat1 full-length cDNA and the deduced protein sequence. Sequence highlighted corresponds to CE1. Protein and cDNA accession

numbers are AAX99411 and AY929163, respectively
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contains a patatin-like multigenic family composed of at

least four distinct members. Among this set of ESTs are

CE1 and CE2, whose corresponding transcripts were found

to accumulate significantly upon inoculation with Xcm race

18 (Fig. 1). In these conditions, CE1 transcriptional

response took place at 6 hpi, 2 h earlier than that of

GhLox1, but was sustained until 18 hpi largely overlapping

the LOX gene induction which optimum is reached in

between 10 and 12 hpi (Jalloul et al. 2002; Marmey et al.

2007). The kinetic evolution of CE2 expression was con-

comitant with that of GhLox1.

In the present study, we also established that transcrip-

tion of CE1 and CE2 preceded the onset of a galactolipase

activity which is specific of tissues undergoing HR

(Figs. 1, 2). It seems likely that GhPat1 and another PLP

are responsible for at least part of this activity. Our results

along with data from the literature further support this

assumption. The fact that no lipase activity was evidenced

in our crude protein extracts implies that galactolipase

enzymes involved in cotton hypersensitive cell death

belong to the LAH class, as do PLPs. It also allows to rule

out the contribution of lipases such as orthologs of DAD1

and DGL (Ishiguro et al. 2001; Hyun et al. 2008) to the

galactolipase activity we measured. Moreover, several

patatin-like genes from A. thaliana and N. tabacum were

shown to be HR-responsive (Dhondt et al. 2000; Cacas

et al. 2005; La Camera et al. 2005), and the encoded

recombinant proteins (AtPLP2, NtPat1 and NtPat3) were

all demonstrated to be able to hydrolyse galactolipids

(Heitz et al. 2004; La Camera et al. 2005; Matos et al.

2008). Lastly, suppression of PLP2 protein expression

using a RNAi approach fully abolished the constitutive

galactolipase activity from Arabidopsis leaves (La Camera

et al. 2005).

Whether PLPs act right upstream GhLox1 in the same

metabolic pathway during HR, one would expect that these

enzymes are submitted to a fine-tuned regulation at the

spatio-temporal level. During the time-course of the

incompatible interaction between Xcm and cotton plant, the

profile of the 9(S)-LOX activity appeared to be biphasic; the

second peak being closely correlated with FAH production

and HR symptom development (Jalloul et al. 2002). In

agreement with our working hypothesis, the timing of the

galactolipase activity increase we observed (Fig. 2)

Fig. 4 Partial alignment of PLPs showing consensus blocks previ-

ously described (Banerji and Flieger 2004; Hirschberg et al. 2001).

Beside the alignment, numbers indicate amino acid positions in the

protein sequences. Deletions in sequences are represented by open

triangle symbols. Amino acids relevant or supposedly relevant for

enzymatic activity and/or structure are represented above the

alignment: the motif GGX(R/K) involved in the substrate orientation

and oxyanion stabilization in cPLA2 enzymes (Dessen et al. 1999);

the lipase motif GXSXG containing the catalytic serine (Rydel et al.

2003), the AAP pattern specific of eukaryotic PLPs (Banerji and

Flieger 2004) and the serine from the block V, crucial for the protein

folding (Hirschberg et al. 2001). Catalytic dyad is indicated by

asterisks. Origin and accession numbers of sequences are as

following: A. thaliana, AtPLP2, NP_180224; Cucumis sativus, CsPat,

CAA73328; N. tabacum, NtPat1, AAF98368; NtPat2, AAF98370;

NtPat3, AAF98369; Solanum cardiophyllum, Pat17, Q8LPW4; S.

tuberosum, PatB2, P15477; Vigna unguiculata, VuPat1, AAK18751;

G. hirsutum, GhPat1, AY929163 and Pseudomonas aeruginosa,

ExoU, AAC16023
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matched the second phase of the LOX induction. Interest-

ingly, this physiological situation is quite similar to that

reported in tobacco where activation of the PLPs/9-LOX

couple was proposed to bring about PCD associated with

HR (Cacas et al. 2005). In cotton plant, among the two PLPs

that are likely partners of GhLox1 is GhPat1, for which we

cloned the full-length cDNA (Fig. 3). The deduced protein

sequence was found to possess the typical PLP catalytic

dyad (Fig. 4). Modelling of the tertiary structure also indi-

cated that position of the catalytic residues, as well as other

amino acids supposed to contribute to the substrate orien-

tation in the catalytic pocket, could be conserved with that

of Pat17 (Fig. 5), suggesting that GhPat1 is enzymatically

active. Importantly, no signal peptide was predicted in

GhPat1 sequence, implying a subcellular localization in the

cytoplasm. Plant LOXs exhibiting a 9-regiospecificity are

all thought to reside in this cell compartment (Feussner and

Wasternack 2002). GhLox1 is indeed devoid of any tar-

geting sequence. The presumed co-localization of GhPat1

and GhLox1 in the cytoplasm, along with our biochemical

analysis, therefore argues for a co-ordinated action of both

enzymes during cotton HR.

Taking into account all data presented above, we pro-

pose that (1) GhPat1, and another PLP corresponding to

CE2, participate to PUFA mobilization from chloroplast

membranes, thereby initiating the 9-LOX-dependent per-

oxidation process that accompanies cotton HR, and (2) at

least the starting point of this oxylipin pathway, requiring

the combined action of PLPs and LOXs, is conserved

within cotton and tobacco plants. To strengthen our

hypothesis, production of the recombinant protein GhPat1

and analysis of its substrate specificity are envisaged.

Suppression of GhPat1 and GhLox1 expression using a

transient RNAi system should also help to ascertain the

role(s) fulfilled by this couple of enzymes during hyper-

sensitive cell death in cotton plant.
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Fig. 5 Structural models of GhPat1. a Ribbon-style figure of the

GhPat1 monomer. Blocks I–IV, described in the previous figure, are

indicated with colours. Catalytic residues and amino acids of the

motif GGX(R/K) are labelled. b a-Carbon superposition of the

GhPat1 catalytic domain on Pat17. Template (PDB entry, 1oxw_A)

and model are represented in red and blue, respectively. The catalytic

residues and amino acids of the motif GGX(R/K) are indicated as blue

spheres

Fig. 6 Plant PLP phylogenetic tree including GhPat1. The tree was

built using TREEVIEW software (Page 1996) upon protein sequence

alignment by means of the ClustalW method (DNAStar software,

Madison, USA). Origin and accession numbers of sequences, except

for those mentioned in the legend of Fig. 4, are as following: A.

thaliana, AtPLP1, NP_849512, AtPLP3, NP_195422, AtPLP4,

NP_199172, AtPLP5, NP_195423, AtPLP6, NP_181455, AtPLP7,

NM_191055, AtPLP8, NP_194709, AtPLP9, NP_567142; Hevea

brasiliensis, Hevb7, AAF25553 and N. tabacum, NtTP12, AAB08428
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JJ, Polkowska-Kowalczyk L, Maciejewska U, Agnel JP, Vial A,

Triantaphylidès C (2004) The upstream oxylipin profile of

Arabidopsis thaliana: a tool to scan for oxidative stresses. Plant J

40:439–451

Mur LA, Kenton P, Lloyd AJ, Ougham H, Prats E (2008) The

hypersensitive response; the centenary is upon us but how much

do we know? J Exp Bot 59:501–520

Nakai K, Kanehisa M (1992) A knowledge base for predicting protein

localization sites in eukaryotic cells. Genomics 14:897–911

Narusaka Y, Narusaka M, Seki M, Fujita M, Ishida J, Nakashima M,

Enju A, Sakurai T, Satou M, Kamiya A, Park P, Kobayashi M,

Shinozaki K (2003) Expression profiles of Arabidopsis thaliana

phospholipase A IIA gene in response to biotic and abiotic

stresses. Plant Cell Physiol 44:1246–1252

Page RDM (1996) TREEVIEW: an application to display phyloge-

netic trees on personal computer. Comput Appl Biosci 12:357–

358

Prost I, Dhondt S, Rothe G, Vicente J, Rodriguez MJ, Kift N,

Carbonne F, Griffiths G, Esquerré-Tugayé MT, Rosahl S,
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La résistance du cotonnier Gossypium hirsutum à la bactériose causée par Xanthomonas 

camprestris pathovar malvacearum 

Rôle du gène GhLOX1 dans la réaction hypersensible 

 

Résumé La RH est une réaction de défense. L’interaction entre G.hirsutum et Xcm repose sur le 

concept gène-à-gène. L’infection du cultivar Réba B50 possédant les gènes R B2B3 par Xcm18 

conduit à une RH associée à une activité LOX, responsable de la peroxydation des lipides, et à la 

transcription du GhLOX1. Premièrement, 6 génotypes de G.hirsutum contenant divers gènes R 

ont été retenus pour analyser la variabilité de la réponse LOX suite à l’infection par Xcm1, 18 ou 

20. Notre étude a porté sur plusieurs critères, le phénotype, la perte en eau, l’activité LOX et la 

transcription du GhLOX1. Les résultats montrent une variabilité du phénotype RH en fonction 

des sources de résistances. Pour chaque type d’interaction incompatible, l’activité LOX et la 

transcription du GhLOX1 révèlent une augmentation significative corrélée à l’apparition des 

symptômes RH et à la diminution de la teneur en eau. La réponse LOX est conservée lors de la 

RH, quelle que soit la race de Xcm ou le génotype. Le GhLOX1 considère comme un marqueur 

moléculaire de la résistance spécifique du cotonnier à Xcm. Deuxièmement, le rôle du 

GhLOX1dans la mise en place de la RH en analysant sa fonction potentielle par surexpression. 

Des cotylédons ont été transformés avec la séquence codante GhLOX1 fusionnée au CaMV35S. 

Ces cotylédons transformés ont révélé (i) une activité LOX significativement supérieure à celle 

des cotylédons témoins montrant que le GhLOX1 code pour une protéine active et (ii) un 

phénotype sans modifications apparentes par rapport à celui des cotylédons non transformées, 

sauf dans certains contextes d’interactions cotonnier/Xcm où la surexpression de ce gène induit 

l’apparition de symptômes de type RH. L’effet de l’agro-infiltration sur l’expression de certains 

gènes pendant la transformation a révélé l’induction précoce et non spécifique de l’expression de 

gènes de défense. Ces travaux constituent une première étape dans l’analyse fonctionnelle du 

GhLOX1 dans la résistance spécifique du cotonnier à Xcm.  

 

Mots clefs : lipoxygenase, Xanthomonas, Gossypium hirsutum, Bactériose, Résistance, Réponse 

hypersensible.  
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Resistance of cotton plant Gossypium hirsutum to the Bactrial Blight caused by 

Xanthomonas campestris pathovar malvacearum. 

Role of GhLOX1 gene in the hypersensitive reaction 

 

Abstract The HR is a defense strategy. The interaction between G.hirsutum and Xcm is governed 

by the gene-for-gene concept. The infection of the cultivar Reba B50 that contains B2B3 R genes 

by race Xcm18 leads to a HR associated with a LOX activity response involved in peroxidation of 

lipids and with transcription of GhLOX1. First, 6 genotypes of G. hirsutum containing various R 

genes were tested to analyze the variability of the LOX response following the infection by Xcm1, 

18 or 20. Several criteria were investigated including the phenotype, the water loss, the LOX 

activity and GhLOX1 transcription. The results showed variation in HR phenotype according to 

the tested R genes. For each type of the incompatible interaction, LOX activity and transcription 

of GhLOX1 were always significantly increased paralleled the apparition of the HR symptoms 

and the decrease in the water content. LOX response (enzymatic activity and GhLOX1 

transcription) is associated with HR whatever the genotype of both Xcm races and cotton plant. 

Thus, the GhLOX1 consider as a molecular marker of the cotton specific resistance to Xcm. 

Second, the role of the GhLOX1 gene in the execution of the cotton HR to Xcm by analyzing its 

possible function by over-expression, the cotyledons were transformed with the GhLOX1 coding 

sequence fused to the CaMV35S. These transformed cotyledons revealed (i) a LOX activity 

significantly higher than that detected in the control, showing that the GhLOX1 encodes for an 

active protein and (ii) that the phenotype of these cotyledons was indistinguishable as compared 

to the non transformed cotyledons, except when the HR symptoms were induced in some 

GhLOX1-over-expressed cotyledons. The effect of agro-infiltration on expression of some plant 

genes during the transformation revealed early and nonspecific induction of the expression of 

defense genes. This work constitutes a preliminary investigation for the functional analysis of the 

GhLOX1 in order to assess its role in the cotton specific resistance to Xcm 

.  
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