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SOMMAIRE 

La thaxtomine est un facteur de virulence important dans le cadre de la gale commune de 

la pomme de terre, maladie vegetale causee par Streptomyces scabies (Streptomyces 

scabiei). Dans les travaux de mon doctorat, nous avons demontre que la synthese in vivo 

de la toxine etait inhibee par trois acides amines aromatiques, la tyrosine, le tryptophane 

et la phenylalanine. Nous avons demontre que Pinhibition par le tryptophane etait un 

phenomene retrouve chez cinq souches de S. scabies et qu'elle etait dependante de la 

dose de l'acide amine. Par des tests d'incorporation de radioactivite, nous avons pu 

etablir que le tryptophane et la phenylalanine etaient des precurseurs de synthese de la 

thaxtomine A mais pas la tyrosine. 

Nous savions que la thaxtomine n'etait pas synthetisee dans un milieu minimal et que la 

bacterie avait besoin de la presence d'un compose vegetal pour initier la synthese de la 

toxine. La suberine est un polymere complexe retrouve dans la paroi cellulaire vegetale 

qui, lorsque ajoute au milieu de culture de S. scabies, permet la production de thaxtomine 

A. L'effet de la suberine sur la physiologie bacterienne n'est pas connu. Nous avons 

utilise deux approches, la proteomique et la transcriptomique, pour analyser l'effet de ce 

compose vegetal sur le metabolisme microbien de S. scabies. 

L'electrophorese en 2 dimensions suivie de 1'analyse des proteines par sequencage N-

terminal ou par spectre de masse (MS/MS), nous a permis d'identifier 20 proteines de S. 

scabies induites par la suberine. Parallelement, plus de 50 genes exprimes par le S. 

scabies en presence de suberine ont ete identifies par la construction d'une banque 

d'ADNc provenant des ARNm exprimes apres 12H de croissance en presence du 

polymere. Nous avons confirme que 10 de ces genes etaient induits par la suberine a 

l'aide de la technique du PCR en temps reel. 
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Les deux approches ont permis d'identifier des proteines et des genes de S. scabies 

regules positivement par la presence de la suberine. Ces genes et ces proteines sont 

impliques dans le metabolisme energetique, la synthese ou la regulation des acides 

amines et des acides nucleiques, les mecanismes de transport, l'hydrolyse de composes 

chimiques, les mecanismes de resistance au stress et le metabolisme secondaire. 
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INTRODUCTION 

Les plantes sont des organismes vivants essentiels a la vie sur terre. Elles sont les seuls 

organismes complexes capables de convertir l'energie de la lumiere en matiere organique 

utilisable. Elles sont done la source de nourriture sur laquelle dependent les animaux et 

les humains en plus d'etre essentielles a la production de nombreux biens indispensables 

tels nos vetements, nos meubles, abris, etc. 

Pour croitre, les plantes ont besoin d'un environnement adequat (nutriments, eau, 

temperature, lumiere). Cependant, certains facteurs biotiques et abiotiques peuvent 

interferer avec le developpement et la croissance normale des plantes et causer des 

maladies vegetales. Une plante devient malade lorsqu'elle ne fonctionne plus au meilleur 

de son potentiel genetique. La maladie se traduit par un changement defavorable de la 

forme, de la fonction ou de Pintegrite de la plante et mene a l'affaiblissement ou a la mort 

d'une partie ou de 1'ensemble de la plante (Agrios, 2004). 

La phytopathologie est la science qui etudie les microorganismes et les facteurs 

environnementaux qui causent des maladies chez les plantes, les mecanismes de 

virulence de ces derniers et les methodes pour prevenir et controler la maladie et reduire 

les dommages causes (Agrios, 2004). Dans un contexte de croissance continue de la 

population mondiale et de ralentissement de 1'expansion des terres cultivables, il est plus 

que jamais pertinent de tenter de faire plus avec moins. Le defi de la phytopathologie est 

de reduire les pertes de nourriture et d'augmenter sa qualite tout en protegeant 

1' environnement. 
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Jusqu'au milieu de 20e siecle, la methode de choix pour contrer les maladies vegetales 

etait l'utilisation de composes chimiques. Ces composes etaient a large spectre et tres 

efficaces. Cependant, les etudes demontrant leurs effets nefastes sur Penvironnement et 

la sante se sont multipliees. Les consequences des pesticides se retrouvent sous forme de 

toxicite dans la chaine trophique (Konwick et ah, 2006; Naso et ah, 2003; Perez-Ruzafa 

et ah, 2000; Romaniuk et ah, 2004), de pollution des eaux (Bondarenko et ah, 2004; 

Sinclair et ah, 2006), de residus sur les aliments (Minyard et ah, 1989) et d'intoxication 

par inhalation (Murphy and Haith, 2007). De plus, les cas de resistances chez les insectes 

et ravageurs sont de plus en plus nombreux (Horowitz et ah, 1998; Roush 1993). II est 

done essentiel de trouver de nouveaux moyens de lutte contre les maladies vegetales. La 

lutte biologique est une de ces options. Elle consiste a utiliser des moyens biologiques 

pour controler les maladies. Elle inclut l'utilisation de methodes culturales defavorisant 

les ravageurs des recoltes (Boisclair and Estevez, 2006), l'amelioration de la resistance 

des plantes (Bhargava et ah, 2007; Henderson and Walter, 2006; Huang et ah, 2006; 

Punja, 2006; Vanderschuren et ah, 2007), l'utilisation d'insecticides botaniques (Erler et 

ah, 2007; Oparaeke et ah, 2006; Prowse et ah, 2006; Tuncer et ah, 2007) et l'utilisation 

d'agents antagonistes. Cette derniere methode consiste a combattre les ennemis de 

culture en utilisant leurs agents pathogenes, predateurs ou parasites naturels (Agrios, 

2004). Les agents antagonistes peuvent etre des champignons, virus, bacteries, 

protozoaires, vegetaux ou animaux. Ces methodes de lutte sont beaucoup plus 

respectueuses de l'environnement mais elles ont cependant un spectre d'action assez 

etroit et necessite une bonne connaissance des systemes en jeu. 

En l'absence d'une connaissance suffisante des causes des problemes et des interactions 

au sein de l'agro-systeme, les mesures de luttes demeurent simplistes et peu durables. II 

est done essentiel de continuer a augmenter nos connaissances a la fois sur les organismes 

phytopathogenes et sur les agents de lutte de faeon a developper des systemes de gestion 

des maladies vegetales efficaces et durables. 
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Les caracteristiques des streptomycetes 

Les streptomycetes sont un groupe important de bacteries a Gram positif colonisant le 

sol. Elles sont caracterisees par leur developpement sous forme myceliale ainsi que par 

le taux el eve de G+C dans leur genome (environ 71%). La plupart des Streptomyces sont 

saprophytes, c'est-a-dire qu'ils sont capables de se nourrir de matiere organique en 

decomposition. Le sol est un environnement difficile pour les organismes vivants qui le 

peuplent. En plus d'avoir a composer avec des variations importantes de temperature et 

d'humidite, les microorganismes doivent competitionner pour le peu de nutriments 

disponibles dans le sol avec un grand nombre d'autres organismes. Puisque les 

Streptomyces sont non mobiles, ils ne peuvent se relocaliser et doivent done faire face 

aux stress environnementaux. Ainsi, ils ont developpe plusieurs adaptations qui leur 

permettent de reussir dans de telles conditions. 

Les streptomycetes ont l'avantage de synthetiser et secreter une grande variete d'enzymes 

cataboliques. Ils sont reconnus pour leur production d'enzymes hydrolitiques varies tels 

les cellulases (Semedo et ah, 2000), ligninases (Kirby, 2006), xylanases (Beg et ah, 

2000), chitinases (Joo, 2005; Kawase et al, 2006), qui leur permettent de degrader des 

polymeres biologiques complexes du sol. Les streptomycetes ont done acces a plus de 

sources de nutriments dans le sol. 

En plus de pouvoir acceder a un grand eventail de sources nutritionnelles, les 

Streptomyces produisent plusieurs composes biologiquement actifs qui leur permettent de 

limiter la croissance des autres organismes competiteurs. Du total d'au moins 5000 

antibiotiques decouverts chez les bacteries et champignons jusqu'a maintenant (Demain 

and Fang, 2000), on estime a environ 50% la contribution des Streptomyces (Challis and 
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Hopwood, 2003). Chez S. coelicolor, 4,5% du genome sequence compterait pour des 

genes de synthese de tels composes secondaires (Challis and Hopwood, 2003). Qu'une 

aussi importante partie du genome soit dediee a la synthese de molecules bioactives et 

que ces fonctions soient conservees chez les Sreptomyces tendent a demontrer 

l'importance de ces composes dans l'adaptation et la survie de la bacterie. 

Enfin, les streptomycetes ont un cycle de vie complexe qui leur permet aussi de faire face 

plus efficacement aux aleas de leur environnement. Lorsque ces bacteries colonisent un 

milieu favorable, elles se developpent sous forme d'hyphes branches multinuclees. Ce 

reseau se propage par extension de la paroi cellulaire au bout des hyphes et permet 

1'exploitation d'une grande partie du territoire disponible par la secretion d'enzymes 

cataboliques. Lorsque les ressources nutritives diminuent, on assiste a un ralentissement 

de la croissance dans les parties plus anciennes du mycelium. On observe alors a 

l'emergence du mycelium aerien qui est la deuxieme forme de vie des streptomycetes. 

Les hyphes se detachent du plan de croissance pour croitre a la verticale. Cette nouvelle 

poussee de croissance est accompagnee de la mort d'un nombre important de cellules du 

mycelium basal dont les composants serviraient a la croissance du nouveau mycelium. 

Cette elevation du mycelium basal en mycelium aerien demande plusieurs adaptations de 

la bacterie tels que la mise en place d'un potentiel osmotique par la degradation de 

macromolecules (Bruton et al, 1995; Martin et al, 1997), la production d'agents de 

surface (proteines Sap) pour abaisser la tension a l'interface air/eau (Kodani et al, 2004; 

Kodani et al, 2005) et la constitution d'une enveloppe hydrophobe (Claessen et al, 

2004; Talbot, 2003) pour proteger et orienter l'hyphe aerien. Finalement, le bout des 

hyphes se cloisonne de facon synchronised en compartiments mononuclees qui subiront 

une serie de modifications pour dormer une chaine de spores matures. Vu sa resistance 

aux elements adverses (secheresse, chaleur), la spore est la forme ideale pour la 

dissemination de la bacterie (Djejeva et al, 1990). De plus, vu son hydrophobicite, la 

spore peut facilement se deplacer dans l'eau mouvante ou etre deplacee par des 
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organismes eucaryotes mobiles auquel elle adhere, ce qui permet une dissemination sur 

de grandes distances. 

L'ecologie des streptomycetes 

Vu leur grande capacite d'adaptation, il n'est pas etonnant de retrouver les 

streptomycetes dans un large eventail de niches ecologiques. Ces bacteries sont 

retrouvees dans la plupart des sols a travers le monde. On les retrouve egalement en 

grand nombre au niveau de la rhizosphere de plusieurs especes de plantes (Cao et al, 

2007; Novorsuren et al, 2007; Shirokikh et al, 2006; Tian et al, 2007). Les recherches 

des dernieres annees ont commence a mettre en evidence de plus en plus de cas 

d'interactions directes de Streptomyces avec des plantes ou des insectes. 

Au niveau du regne animal, les Streptomyces peuvent etre retrouves dans des appendices 

specialises de certains insectes. Par exemple, une espece indeterminee de Streptomyces 

est impliquee dans une association avec la guepe de beewolf (Kaltenpoth et al., 2005). 

Les femelles guepes cultivent la bacterie dans des glandes specialisees situees au niveau 

de leurs antennes. Les streptomycetes sont deposes par la guepe pondeuse dans les 

cocons en meme temps que les ceufs de larve et protegent ces derniers des infestations 

fongiques. 

Certaines especes de Streptomyces peuvent coloniser les tissus vegetaux. Par exemple, 

Streptomyces lydicus serait implique dans un cas de symbiose tripartite avec le pois 

(Pisum sativum). Dans cette association, le streptomycete favoriserait la croissance de la 

plante en aidant a la nodulation (Tokala et al, 2002). Un point interessant dans cette 
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etude est qu'elle demontre que le Streptomyces croit non seulement sur mais aussi a 

l'interieur des cellules de surface des nodules du pois. L'exemple donne en est un de 

relation mutuellement benefique entre une plante et un streptomycete. Bien que peu de 

ces cas aient ete etudies et documentes jusqu'a maintenant, tout porte a croire que les 

associations benefiques entre les plantes et les streptomycetes sont nombreuses dans la 

nature. 

Dans un systeme de lutte biologique, les agents antagonistes utilises exercent leur effet 

par trois mecanismes principaux : la competition, le parasitisme et l'antibiose. La 

competition est definie comme un effet nuisible direct d'un organisme sur un autre ou 

indirectement par la suppression de certaines ressources de Penvironnement (Clark, 

1968). Les organismes entrent done en competition lorsqu'un element indispensable a 

leur developpement est present en quantite limitante. Cet element peut etre une source de 

carbone, une source d'azote, le fer, les oligoelements, etc. Vu leur niche ecologique 

(rhizosphere), leur grande efficacite catabolique et leur production de molecules 

antibiotiques les Streptomyces repondent aux criteres des bons agents de lutte biologique. 

Leur efficacite a d'ailleurs ete testee dans differents modeles. Par exemple, au cours des 

dernieres annees, differentes especes de streptomycetes ont demontre une efficacite de 

protection in vivo contre Pythium alphanidermatum, Fusarium oxysporum f. sp. Cube, 

Rhizoctonia solani et S. scabies, les agents responsables respectivement de la fonte des 

semis du concombre (El-Tarabily and McKenna, 2006), du fletrissement fusarien des 

racines (Cao et al, 2005) et des plantules de bananier (Getha et al, 2005), de la fonte des 

semis du chou chinois (Chung et al, 2005) et de la gale commune de la pomme de terre 

(Agbessi et al, 2003). Deux pesticides biologiques a base de Streptomyces sont 

egalement disponibles commercialement, le Mycostoptm et le Actino-Irontm (Gracia-

Garza et al, 2003; Suleman et al, 2002). 
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Les streptomycetes phytopathogenes 

Bien que plusieurs especes de streptomycetes semblent etre benefiques aux cultures 

vegetales, certaines especes sont nuisibles pour les plantes. Les agents phytopathogenes 

du genre des Steptomyces sont generalement classes en fonction des symptomes qu'ils 

causent. Ainsi, on reconnait trois maladies importantes causees par les streptomycetes 

chez les plantes : la pourriture de la patate douce, la rousselure et gale reticulee et la gale 

commune. 

La pourriture de la patate douce est causee par Streptomyces ipomoeae. C'est une 

maladie vegetal e qui cause des pertes de productivite des plants de patate douce 

(Ipomoea batatas) a cause de la decomposition du systeme racinaire et des necroses au 

niveau des tubercules, racines et tiges souterraines (Bradbury, 1981). S. ipomoea peut 

egalement infecter d'autres membres de la famille des Convolvulaceae mais n'affecte pas 

la pomme de terre en nature (Zhang et ai, 2003). II a ete demontre que S. ipomoeae 

produisait 3 types de toxines de la famille des thaxtomines (King et al, 1994). 

Streptomyces ipomoeae penetre les tissus vegetaux en degradant la paroi cellulaire de son 

hote (Locci, 1994). Les enzymes hydrolytiques sont tres importantes dans le 

developpement de la maladie. 

La gale reticulee et la rousselure sont deux maladies de la pomme de terre (Solanum 

tuberosum). La gale reticulee est caracterisee par des lesions liegeuses en quadrillage et 

la rousselure par des lesions superficielles qui couvrent de grandes surfaces du tubercule. 

Vu que les pertes associees a ces maladies sont moins importantes que dans le cas de la 

gale commune, peu d'etudes ont porte sur ces maladies. II a ete demontre que la gale 

7 



reticulee est causee par S. reticuliscabiei (Bouchek-Mechiche et al, 2000) et certaines 

souches de S. europaeiscabiei (Pasco et al, 2005). La rousselure quant a elle est causee 

par une espece non definie de Streptomyces (Faucher et al, 1993). S. aureofaciens est 

l'espece qui a le plus d'homologie (78%) avec le streptomycete causant la rousselure 

selon les criteres de Lambert et Loria (Lambert and Loria, 1989a; Lambert and Loria, 

1989b). Les facteurs de virulence de ces bacteries pathogenes ne sont pas encore connus. 

La gale commune est une maladie bacterienne qui affecte plusieurs plantes a organes 

souterrains de reserve tels que la pomme de terre, la carotte, la betterave et le radis 

(Goyer and Beaulieu, 1997). La maladie se caracterise par des lesions plus ou moins 

profondes de tailles et d'aspect varies sur les tubercules. Vu l'importance economique 

des cultures de pomme de terre dans la plupart des pays, c'est surtout au niveau de cette 

culture que la maladie est la plus connue. La maladie ne cause pas de baisses importantes 

de rendement des plants et les pommes de terre atteintes restent comestibles. Cependant, 

la nature esthetique de la maladie reduit la valeur marchande des recoltes. Un tubercule 

dont la surface est atteinte a plus de 10% n'est pas acceptable pour la commercialisation. 

La gale commune cause done des pertes economiques importantes pour les producteurs 

de pommes de terre a travers le monde. La gale commune est considered comme une des 

quatre plus importantes maladies affectant la pomme de terre en Amerique du nord et son 

incidence au Quebec est suffisamment importante pour qu'elle soit decretee comme sujet 

d'etude prioritaire par le Conseil des productions vegetales (CPVQ). Une etude de Hill et 

Lazarovits (2005) realise aupres d'un echantillonnage de producteurs de pomme de terre 

canadiens estime les pertes dues a la gale commune entre 15,3 et 17,3 millions de dollars 

pour l'annee 2002 au Canada. La prevalence moyenne de la maladie est de 82%. L'Est 

du Canada est la region la plus touchee, le Quebec rapportant les plus importantes pertes 

par hectare (Hill and Lazarovits, 2005). 
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La gale commune est done une maladie qui n'est pas note specifique et qui est causee par 

plusieurs especes de Streptomyces. Voici un survol des differents agents causant la gale 

commune. 

Streptomyces scabies est retrouve un peu partout ou la pomme de terre est 

cultivee. C'est 1'espece de streptomycetes la plus souvent retrouvee dans les cas 

d'infection de la pomme de terre et la premiere a avoir ete caracterisee (Thaxter, 

1892). Cette bacterie est retrouvee plus specifiquement dans les sols sees, de pH 

neutre a alcalin et ne croit pas a un pH inferieur a 5,0 (Lambert and Loria, 1989a). 

Streptomyces acidiscabies a ete isolee de sols a pH acides dans le nord-est des 

Etats-Unis et au Canada (Faucher et al, 1992; Lambert and Loria, 1989b). Elle a 

egalement ete isolee en Coree et au Japon (Song et al, 2004; Toth et al, 2001). 

Sa distribution pourrait done etre assez etendue. 

Streptomyces caviscabies est une espece qui cause une gale profonde et qui a ete 

isolee au Quebec (Goyer et al, 1996). 

Streptomyces turgidiscabies est une espece prevalente au Japon (Miyajima et al, 

1998; Takeuchi et al., 1996). Elle a egalement ete identiflee en Finlande en co-

infection ou non avec S. scabies (Kreuze et al., 1999; Lehtonen e? a/., 2004). Elle 

cause des gales en general plus profondes que S. scabies. 

Streptomyces europaeiscabiei et stelliscabiei ont ete isolees en France et dans 

d'autres pays d'Europe (Bouchek-Mechiche et al, 2000). S. europaeiscabiei a ete 



isole de lesions de gale sur les pommes de terxe, carottes et betteraves. II a 

egalement ete identifie en Coree (Song et al, 2004) et plus recemment aux Etats-

Unis (Wanner, 2006). S. stelliscabiei cause une gale en forme d'etoile et son effet 

pathogene a ete etabli sur la pomme de terre, la carotte et le radis (Bouchek-

Mechiche et al, 2000). 

Streptomyces luridiscabiei, S. puniciscabiei et S. niveiscabiei sont trois autres 

especes qui causent la gale commune en Coree (Park et al, 2003). 

Les mecanismes de virulence des streptomycetes causant la gale commune 

Les mecanismes de virulence des streptomycetes causant la gale commune sont peu 

connus. Toutefois, plusieurs etapes doivent se succeder afin d'assister au developpement 

de symptomes dans une relation plante/microorganisme. Dans un premier temps, 1'agent 

pathogene doit entrer en contact avec la plante, reussir a s'attacher a la surface des tissus, 

puis y penetrer via les blessures ou les lenticelles (Loria et al, 1997). Chacune de ces 

etapes suppose une adaptation du microorganisme face a son hote et done la production 

de molecules specifiques lui permettant de coloniser la plante. Puisque la relation qui 

nous interesse est compatible, e'est a dire que la plante est sensible et le microorganisme 

virulent, Penvironnement interne de la plante favorisera la croissance et le 

developpement de 1'agent pathogene. Pendant l'infection, l'agent pathogene secrete 

plusieurs molecules bioactives qui affecteront l'integrite des cellules ou leur 

fonctionnement. Les armes chimiques utilisees par les agents pathogenes sont 

generalement classees en quatre categories: les toxines, les enzymes, les polysaccharides 

et les regulateurs de croissance (Agrios, 2004). Certains de ces facteurs seraient 

potentiellement impliques dans le developpement des symptomes de la gale commune. 
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Le role des toxines dans le pouvoir pathogene des streptomycetes 

En 1989, l'equipe de R.R. King a reussi a isoler des composes nitroaromatiques produits 

par S. scabies qui ont un effet phytotoxique sur la pomme de terre. Ces composes ont ete 

nommes thaxtomines. Les thaxtomines sont produites par la plupart des especes de 

Streptomyces causant la gale commune. Cependant, la production de thaxtomine n'a pas 

encore ete demontree chez S. puniciscabiei et S. niveiscabiei (Park et ah, 2003). Dans 

une etude recente, Wanner (2004) a isole une souche de Streptomyces causant la gale qui 

ne possede pas un des genes de synthese de la thaxtomine. L'identite taxonomique de 

cette souche n'a cependant pas ete determinee au niveau de 1'espece. La structure de 

base des thaxtomines est un cyclo-(L-4-nitrotryptophyl-L-phenylalanyl) (King et ah, 

1992). Les thaxtomines varient dans leur structure au niveau des methylations et des 

hydroxylations mais Ton sait que le groupement nitro est essentiel a la toxicite de ces 

molecules (King et ah, 1992). La thaxtomine A est la toxine predominate produite par 

S. scabies au site d'infection (fig. 1). 

NO: 0 

Figure 1: Structure de la thaxtomine A 

(King etal, 1992) 
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En phytopathologie, quatre facteurs sont determinants pour evaluer l'importance d'une 

toxine dans le pouvoir pathogene (Agrios, 2004). Les etudes sur la thaxtomine ont 

permis de demontrer que la molecule repond aux quatre facteurs: 

- la toxine est produite pendant la vie active de l'agent pathogene in planta 

(King etal., 1989) 

la toxine purifiee reproduit les symptomes de l'infection causee par S. scabies 

(Lawrence et ah, 1990) 

il y a correlation entre la quantite de toxine appliquee sur le tissu et 

l'importance des symptomes (Kinkel et ah, 1998) 

il y a absence de virulence chez les mutants de S. scabies ayant perdu la 

capacite de produire la toxine (Goyer et ah, 1998; Healy et ah, 2000) 

La thaxtomine peut etre biosynthetisee in vitro dans divers milieux contenant des 

composes vegetaux (Babcock et ah, 1993; Beausejour et ah, 1999). Une equipe de 

chercheurs a identifie deux genes codant pour des peptides synthetases, soit txtA et txtB, 

qui seraient impliques dans la synthese de la thaxtomine (Healy et ah, 2000). En effet, ils 

ont obtenu deux mutants de S. acidiscabies dont le gene txtA avait ete mute par insertion. 

Ces mutants cessaient de produire les thaxtomines et devenaient avirulents sur les 

tubercules de pomme de terre. Ces memes mutants, lorsque complementer avec un 

plasmide contenant les genes txtAB retrouvaient leur capacite a produire la thaxtomine 

ainsi que leur pouvoir pathogene (Healy et ah, 2000). Le squelette bi-peptidique cyclise 

de la thaxtomine serait done biosynthetise par 2 peptides synthetases non ribosomales. 

Les deux synthetases ont 44% d'homologie entre elles au niveau de la sequence en acides 

amines. On ne sait pas si les deux enzymes sont necessaires a la biosynthese. 

Cependant, l'absence de region intergenique et la position du site d'attachement du 

ribosome, suggere que txtA et txtB soient traduits de facon simultanee (Healy et ah, 

2000). L'etude des sequences en 3 ' des genes txtAB a permis d'identifier une 
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cytochrome p450 monoxygenase (txtC). La rupture genique de txtC chez S. acidiscabies 

a permis de mettre en evidence le role de cette proteine dans l'hydroxylation post-

cyclisation de la thaxtomine (Healy et al., 2002). Tel que mentionne precedemment, la 

nitration de la thaxtomine est essentielle a son effet toxique. Un candidat pour cette 

nitration a egalement ete retrouve dans la meme region que txtABC. II s'agit d'un 

homologue du domaine oxygenase d'une nitric oxide synthase (NOS). Les NOS ont ete 

retrouvees chez plusieurs bacteries telles Bacillus (Pant et al, 2002), Nocardia (Chenm et 

Rosazza 95), Streptomyces coelicolor (Bentley et ah, 2002) et Staphylococcus aureus 

(Bird et al, 2002) mais aucune fonction specifique ne leur a ete assignee. Le NOS de S. 

turgidiscabies a ete sous-clone et surexprime chez E. coli. Lors de l'ajout de N-hydroxy-

L-arginine, la proteine recombinante pouvait synthetiser le nitrite dans une solution 

oxygenee (produit final de la reaction du NO ou des especes reliees) et cette synthese 

etait inhibee par les inhibiteurs de NOS. La deletion du gene nos chez S. turgidiscabies 

cause la perte presque totale de production de thaxtomine A (Kers et al., 2004). Une 

version denitrifiee de thaxtomine n'est pas non plus detectable dans le milieu de 

production. 

Tel que mentionne plus haut, la thaxtomine A reproduit les symptomes de gale commune. 

En effet, on peut assister a l'apparition de necrose de maniere dose-dependante lorsque la 

toxine est appliquee sur des tissus vegetaux sains et elle reproduit les symptomes 

d'infection lorsque appliquee sur des mini-tubercules steriles (Lawrence, 1990). Une 

etude en microscopie de 1'effet de la thaxtomine sur les tissus matures de pomme de terre 

montre une disorganisation generale des cellules (Goyer et al., 2000). 

La thaxtomine inhibe aussi la croissance des plantules et serait done egalement impliquee 

dans 1'infection de plantules appartenant aussi bien aux monocotyledones qu'aux 

dicotyledones (Leiner et al., 1996). Des 1949, Hooker avait demontre que S. scabies 
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pouvait infecter plusieurs types de plantules en plus de causer la gale commune. Le poids 

de racines de soya, de pois, de ble, de radis et de betterave etait reduit lorsque les 

plantules etaient cultivees en presence de S. scabies. Les symptomes incluaient des 

ralentissements de croissance des racines, de la necrose des pointes racinaires et la mort 

des plantules. L'etude de Lawrence (1990) sur les tubercules steriles a mis en evidence 

que dans les premieres etapes d'infection, on assistait a la proliferation cellulaire et a 

Pexpansion des cellules du tubercule avant Pirruption des tissus et la necrose. Cette 

hypertrophie cellulaire fut egalement constatee lors de l'infection des plantules (Leiner et 

al, 1996). 

Cette suppression de la croissance des plantules et 1'hypertrophie des cellules laissaient 

supposer un effet de la toxine au niveau de la division cellulaire. Une etude sur les 

cellules racinaires d'oignon a permis de constater que la thaxtomine causait la formation 

de cellules binucleees et a des patrons de croissance anormaux (Fry and Loria, 2002). 

Les cellules progressaient normalement a travers 1'anaphase mais pas la cytokinese. 

L'hypertrophie constatee chez les cellules d'oignon, de radis et de tabac laissait presager 

une cible repandue a travers les especes. Une etude sur Arabidopsis a finalement reussi a 

demontrer que la thaxtomine est un inhibiteur de synthese de la cellulose (Scheible et al, 

2003). Les etudes d'incorporation de glucose marque au C H ont demontre une nette 

diminution de 1'incorporation de radioactivite dans la fraction cellulosique suite a une 

pre-incubation des plantules avec la thaxtomine A. De plus, la microspectroscopie a 

infrarouge transforme de Fourier (FTIR) sur les hypocotyles traites a la thaxtomine a 

demontre une forte correlation des spectres FTIR avec des hypocotyles traites avec des 

inhibiteurs de synthese de cellulose (isoxaben et dichlorobenil) et des hypocotyles de 

mutants deficients dans la synthese de cellulose (Scheible et al, 2003). 
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La thaxtomine serait activement transportee dans la cellule vegetale. Cette meme equipe 

de chercheurs a reussi a isoler un groupe de mutants d'Arabidopsis resistants a des 

concentrations jusqu'a 10 fois plus importante de toxine que la souche sauvage. Le gene 

mute (txrl) a des homologues dans la plupart des especes vegetales verifiees. Les 

mutants txrl avaient une croissance reduite dans des conditions environnementales 

variees. La resistance a la thaxtomine serait due a une baisse de 1'entree de la toxine dans 

la cellule, transport dans lequel serait implique Txrl. 

La thaxtomine n'induit pas les mecanismes de defense classiques d'une reaction 

d'hypersensibilite chez des cellules en suspension d'Arabidopsis (Duval et al., 2005). 

Aucun effet n'a ete observe sur les niveaux d'alcalinite, la flambee oxydative et 

l'expression des genes de defense PR1 et PDF1 2. Cependant, la thaxtomine induit la 

mort cellulaire programmee. La meme reponse est observee chez les cellules traitees a 

l'isoxaben (inhibiteur de synthese de cellulose). 

En plus de la thaxtomine, les concanamycines sont un autre type de toxines qui 

pourraient etre impliquees dans la pathogenese des streptomycetes. En effet, Natsume et 

al (1996) ont isole une souche de Streptomyces (IFO 13767) virulente sur la pomme de 

terre mais qui ne produisait pas de thaxtomine. Par extractions sequentielles du 

surnageant de culture de cette souche, ils ont isole deux composes ayant un effet 

phytotoxique sur la pomme de terre: les concanamycines A et B. Les concanamycines 

sont des antibiotiques de la classe des macrolides caracterises par un anneau tetraenic de 

18 carbones incorporant un methyl enoyl ether et une chaine laterale P-

hydroxyhemiacetal (fig. 2) (Westley et al, 1984). La concanamycine A agit comme un 

inhibiteur selectif des ATPases du systeme vacuolaire (Mousavi et al, 2001). Une etude 

portant sur la production des composes phytotoxiques chez cinq souches de 

streptomycetes causant la gale commune suggere que les concanamycines ainsi que la 
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thaxtomine sont produites par S. scabies alors que seulement la thaxtomine est produite 

par S. acidiscabies (Natsume et al., 1998). 

•Goncanamyicm A (feGgi-y 

Figure 2: Structure de la concanamycine A et B. 

(Natsume et al, 1998) 

Le role du gene necl dans le pouvoir pathogene des streptomycetes 

En 1997, l'equipe de Buckalid et Loria a clone un fragment d'ADN provenant d'une 

souche de S. scabies. Introduit dans S. lividans (souche non-pathogene), le fragment 

permettait a la souche receptrice de causer la necrose des tubercules de pomme de terre. 

Le plus petit fragment qui donnait l'activite necrotique a ete nomme necl. Par 

hybridation, necl a ete identifie chez 42 souches pathogenes de S. scabies, S. 

acidiscabies et S. turgidiscabies alors qu'il etait absent chez S. ipomoeae (agent causal de 

la pourriture molle de la patate douce et productrice de thaxtomine) et chez 19 souches 

non-pathogenes de streptomycetes (Bukhalid and Loria, 1997; Bukhalid et al, 1998). La 

presence de necl semble correler avec la production de thaxtomine sauf dans le cas de S. 

ipomoeae. 

OCH3 GH3 OM3 
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Chez S. turgidiscabies la deletion de necl n'empeche pas la production de thaxtomine. 

Le gene necl a un taux de G+C beaucoup plus bas que le reste du genome des 

Streptomyces (54% versus 71%). La fonction de la proteine Necl n'est pas connue mais 

elle est secretee en debut de phase logarithmique lorsque 5. turgidiscabies est cultivee en 

milieu liquide. Lorsque necl est inactive on observe une inhibition de croissance un peu 

moins importante des plantules d'Arabidopsis qu'en presence de la souche sauvage de 5*. 

turgidiscabies (Loria et al., 2006). 

Le role des enzymes hydrolytiques dans le pouvoir pathogene des streptomycetes 

Les enzymes hydrolytiques sont tres importantes au stade de 1'infection car elles 

permettent de degrader les differents constituants de la paroi cellulaire de la plante et, par 

le fait meme, donne acces aux nutriments et permet l'invasion des tissus par l'agent 

pathogene (Agrios, 2004). 

Les streptomycetes produisent plusieurs enzymes hydrolytiques telles que les cellulases, 

ligninases, xylanases, endoglucanases (Beg et al., 2000; Irdani et al., 1996; Semedo et 

al, 2000; Tamburini et al, 2004). Toutefois, les enzymes hydrolytiques ont ete peu 

etudiees chez les souches pathogenes de streptomycetes. 

Les esterases permettent d'hydrolyser les liens esters et done de degrader une grande 

variete de composes naturels. McQueen et Schottel (1987) ont isole une esterase de S. 

scabies dont la biosynthese est induite par la suberine. lis ont egalement demontre que 

P esterase de S. scabies utilisait la suberine comme substrat. La suberine est un polymere 

hydrophobe complexe faisant partie integrante du periderme et des cellules suberisees des 
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tissus souterrains des plantes (epiderme, exoderme, endoderme, suber racinaire et 

tubercules) (Esau, 1977). Elle est constitute d'un domaine polyaromatique et d'un 

domaine polyaliphatique relies par des liens covalents. Le domaine aliphatique est une 

structure tri-dimensionnelle composee d'acides a,co-dioiques, d'acides co-hydroxy, 

d'acides gras a tres longues chaines, d'acides gras oxydes a moyennes chaines et d'acides 

hydroxycinnamique esterifies (Kolattukudy, 1980; Kolattukudy, 1984). Le glycerol est 

aussi present en quantite importante dans la partie aliphatique de la suberine extraite des 

tubercules de pomme de terre (Moire et al, 1999). Le domaine aromatique est compose 

principalement d'acides hydroxycinnamique et derives (acide ferulique et 

feruloyltyramine) et de monolignols (Bernards, 2002). Cette partie est ancree dans la 

paroi cellulaire primaire et est rattachee a la partie aliphatique par des liens esters et par 

attachement au glycerol. Le glycerol servirait egalement a Her les groupements acyls de 

la partie aliphatique entre eux de facon a creer la structure tridimensionnelle du polymere 

(Graca and Pereira, 2000; Schmutz et al, 1994). Le role physiologique de la suberine 

serait la retention d'eau a Pinterieur des cellules (Bernards, 2002). De plus, elle agirait 

comme barriere a l'infection par les agents pathogenes dans l'ensemble des tissus 

suberises et lorsque deposee successivement a une blessure (Lulai and Corsini, 1998). 

McQueen et Schottel (1987) ont isole une esterase commune a deux souches de S. 

scabies pathogenes et absente chez deux Streptomyces non pathogenes, ce qui suggere 

que P esterase aurait un role dans le pouvoir pathogene en facilitant la penetration dans les 

tissus. 

Au cours du processus d'infection, les bacteries phytopathogenes reconnaissent certains 

composes produits par la plante qui servent d'inducteurs aux mecanismes de virulence. 

Par exemple chez Agrobacterium tumefaciens, agent causal de la gale du collet, plusieurs 

genes de virulence sont actives par des molecules phenoliques produites par la plante, tel 

Pacetosyringone (Melchers et al, 1989). Aussi, des composes phenoliques et des sucres 

specifiques de la plante induisent P expression des genes impliques dans la synthese de 
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syringomycine et de syringopeptine, des facteurs de virulence importants chez la bacterie 

phytopathogene Pseudomonas syringae pv syringae (Mo and Gross, 1991; Quigley and 

Gross, 1994; Wang and Yuan, 2005). 

II a ete demontre que la thaxtomine A etait produite par S. scabies lors de l'infection des 

tissus de pomme de terre (King et al, 1989). In vivo, la bacterie ne produit pas de toxine 

dans un milieu minimal. Un element de la plante est done essentiel a 1'induction de la 

biosynthese de la thaxtomine. La toxine est produite par S. scabies dans des milieux a 

base de gruau et de son d'avoine (Babcock et al, 1993; Goyer et al, 1998) et dans des 

milieux supplementes de chair ou de pelures de pomme de terre ainsi que de pelures de 

radis et de patate sucree (Beausejour et al, 1999). L'ajout de cellulose, pectate et 

d'amidon a un milieu minimal n'induit pas la production de thaxtomine (Beausejour et 

al, 1999). Le compose specifique qui permet l'induction de la production de thaxtomine 

n'a pas ete identifie. Jusqu'a recemment, la suberine etait le compose le plus simple qui 

permettait la production de la toxine in vitro (Beausejour et al, 1999). Une etude de 

Wach et al, (2007) a demontre que le cellobiose permettrait la production de thaxtomine 

chez certaines especes de Streptomyces pathogenes. Cependant, le cellobiose n'est pas 

suffisant pour induire la production de la toxine chez plusieurs souches de S. scabies 

(Lerat, Beaudoin et Beaulieu, non publie). La presence du disaccharide augmente 

cependant la production de thaxtomine dans un milieu supplemente de suberine (Lerat, 

Beaudoin et Beaulieu, non publie). 

Le role des inhibiteurs des mecanismes de defenses dans le pouvoir pathogene des 

streptomycetes 

Les saponines sont des heterosides produits par de nombreuses especes de plantes. Elles 

sont issues de la combinaison d'un sucre et d'un steroi'de ou tri terpene (Luger et al, 
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1996). Vu leurs proprietes tensioactives, elles interagissent avec les sterols de la 

membrane des eucaryotes et causent la perte d'integrite de leurs membranes, protegeant 

la plante des agressions fongiques. Les saponinases sont les enzymes de defense 

produites par les champignons qui permettent de degrader les saponines. Des 

homologues de saponinases ont recemment ete mis en evidence chez S. scabies, S. 

acidiscabies et S. turgidiscabies (Loria et al, 2006). Un homologue est egalement 

retrouve dans le genome sequence d'une autre bacterie phytopathogene a Gram +, 

Clavibacter michiganensis (Kaup et al, 2005). Leur role n'est pas connu puisque les 

bacteries ne possedent pas de sterols dans leur membrane. Cependant, la conservation de 

ce gene chez plus d'une espece de bacteries phytopathogenes laisse presumer un role au 

niveau de la relation plante-microorganisme. 

Le role des regulateurs de croissance dans le pouvoir pathogene des streptomycetes 

II a ete rapporte par Manulis et al, (1994) que plusieurs Streptomyces, incluant S. 

scabies, produisait une phytohormone de croissance (auxine): l'acide indole-3-acetique 

(AIA). L'auxine est une hormone naturelle retrouvee en tres faible quantite dans les 

tissus de la plante. Elle cause une augmentation de la respiration, elle favorise la 

synthese d'ARNm et de proteines (Agrios, 2004). L'AIA a ete detectee aussi bien chez 

des bacteries pathogenes que chez des bacteries non-pathogenes ou symbiotiques 

(Manulis et al., 1994). L'implication de l'auxine dans le pouvoir pathogene de S. scabies 

n'a pas encore ete etudiee. 

De plus, S. turgidiscabies produirait une autre phytohormone, la cytokinine. En effet, des 

genes homologues aux genes de fasciation (anomalie de croissance de certaines tiges qui 

se soudent pour former un faisceau unique) de Rhodococcus fascians ont ete retrouves 
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dans le genome de S. turgidiscabies pres des genes de biosynthese de la thaxtomine 

(Loria et al, 2006). R. fascians est un actinomycete qui cause des tumeurs foliaires sur 

une grande variete d'especes vegetales (Bradbury 86). Essentiel a son pouvoir pathogene 

sont les genes fas codant pour les enzymes de la voie de synthese de la cytokinine (Crespi 

et al, 1992). Le developpement de tumeurs n'a jamais ete observe chez les organismes 

infectes par les streptomycetes causant la gale commune. En utilisant une souche de S. 

turgidiscabies mutee au niveau du gene nos (i.e. produisant une quantite negligeable de 

thaxtomine), Loria et al (2006) ont reussi a demontre le developpement de tumeurs sur 

des plantules d'Arabidopsis infectes. Contrairement aux genes de synthese de la 

thaxtomine et a necl, I'operonya^ n'est pas conserve chez S. scabies ou S. acidiscabies 

(Loria et al, 2006). 

Hots de pouvoir pathogene (Pathogenecity Islands - PAI) 

Les bacteries acquierent de nouvelles caracteristiques qui leur permettent une meilleure 

adaptation a leur niche ecologique ou Sexploitation d'une nouvelle niche ecologique a 

travers 1'evolution genomique. Plusieurs mecanismes participent a revolution genomique 

tels les mutations ponctuelles, la conversion genique, les rearrangements d'ADN, les 

deletions et l'acquisition d'ADN exogene. L'acquisition et la perte de materiel genetique 

permettent une evolution genetique tres rapide et semblent etre le mecanisme principal 

par lequel les bacteries s'adaptent genetiquement a de nouveaux environnements et qui 

amene a la divergence des populations bacteriennes en groupe evolutifs distincts 

(Schmidt and Hensel, 2004). Le transfert horizontal de genes peut se faire via plusieurs 

elements genetiques mobiles tels les plasmides conjugatifs, les bacteriophages, les 

transposons, les elements d'insertion, les ilots genomiques et la recombinaison d'ADN 

etranger. 
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Les bacteries pathogenes exercent leur effet sur leur hote par 1'expression de genes de 

virulence. Les facteurs de virulence sont les elements qui participent a la capacite de 

l'organisme a infecter et a provoquer une maladie dans une ou plusieurs especes donnees. 

Les ilots de pouvoir pathogene (PAI) sont un sous-groupe des ilots genomiques (elements 

genetiques mobiles) qui jouent un role important dans la virulence bacterienne. Les PAI 

ont les caracteristiques suivantes: 

leur sequence genetique inclut au moins un gene de virulence 

- ils sont retrouves seulement dans le genome des organismes pathogenes 

- ils couvrent une grande region genomique (10 a 200kb) 

- ils peuvent avoir une composition de base (taux G+C) ainsi que l'usage des 

codons differents de ceux de la bacterie hote 

- ils sont souvent inseres a proximite des genes d'ARNt 

ils sont associes a des elements genetiques mobiles. Ils sont generalement 

bordes de sequences de repetition directe et codent souvent pour des 

integrases (enzymes d'integration des bacteriophages lysogenes) et/ou des 

transposases (enzymes de mobilisation des transposons). Des sequences 

d'insertion sont egalement frequemment retrouvees 

ils sont instables et la perte de leurs fonctions associees est statistiquement 

plus frequente que le taux normal de mutation chez l'organisme 

ils sont souvent des mosai'ques de genes acquis a des moments et 

d'organismes differents (Schmidt and Hensel, 2004). 

La cartographie des. genes de virulence chez S. turgidiscabies a permis de mettre en 

evidence la presence d'un element genetique mobile de type PAI dans le genome de cette 

bacterie. Le PAI de S. turgidiscabies inclut les genes de virulence necl ainsi que les 

genes de biosynthese de la thaxtomine (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Genes retrouves sur le PAI de S. turgidiscabies 

(tableau tire de Kers et al, 2005) 

Locus 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

Nom du gene 

fom/\ 

IS 1629 

ned 

ORFtnp 

fas5 

fas4 

fas3 

fas2 

fasl 

fas6 

nos 

txtA 

MB 

txtC 

Fonction probable 

P-Glucosidase, pseudogene 

Tomatinase 

Requlateur transcriptionnel de la famille Lad 

Transposase 

Proline hypothetique 

Transposase 

Proteine de necrose 

Transposase, pseudogene 

Resolvase 

Transposase 

Cytokinine oxydase 

Isopentyl transferase 

Transketolase 

Ferredoxine transketolase 

Cytochrome P450 

Methyltransferase 

Methyltransferase 

Proteine de transport transmembranaire 

Proteine hypothetique 

Transposase 

Nitric oxide synthase 

Cytochrome P450 

Transposase, sequence codante partielle 

Transposase, sequence codante partielle 

Transposase, sequence codante partielle 

Transposase 

Proteine regulatrice de la famille AraC 

Transposase, pseudogene 

Thaxtomine synthetase A 

Thaxtomine synthetase B 

Cytochrome P450 

II couvre une region de 325 a 660kb (Kers et al, 2005). On peut constater que le taux 

G+C des differents genes du PAI varient de 54,2 a 73,2%, le taux moyen des 

Streptomycetes etant d'environ 71%. Ces disparites semblent suggerer que les genes du 
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PAI proviennent d'especes bacteriennes differentes. Les genes tied, le gene de la 

tomatinase et les genes de synthese de la thaxtomine sont presents chez les trois 

principales especes de Streptomyces phytopathogenes et absents chez S. coelicolor et dix 

autres especes de Streptomyces non pathogenes (Kers et al, 2005). Chez S. scabies, le 

PAI est egalement present mais est organise differemment (Tableau 2). On peut voir que 

les genes txtAB et C ainsi que le gene nos sont regroupes dans la premiere partie du PAI, 

alors que le reste des genes est retrouve pres de 6M pb plus loin sur le genome, 

fragmentation du PAI qui n'est pas observee dans le genome de S. turgidiscabies. 

Tableau 2 : Genes retrouves sur les PAI de S. scabies 

Locus 

PAI1 

PAH 

PAI1 

PAH 
PAH 

PAH 

PAH 

PAH 

PAH 

PAI2 

PAI2 
PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

Position sur 
genome 
publie par 
Sanger (1) 

3 596 331 

3 596 902 

3 597 669 

3 598 169 
3 600 117 

3 600 404 

3 604 918 

3 610 981 

3 615 230 

8 349 368 

8 506 508 
8 507 212 

8 507 544 

8 508 272 

8 509 360 

8 510 348 

8 511 707 
8 512 702 

8 513 433 

8 514 341 

8 515 249 

8 515 735 

8 517 441 

Fonction probable 

Hydrolase 

AviX4 

Transposase de la famille IS21 

ThaxtC cytochrome P450 monooxygenase 

Homologue de MbtH 

Thaxt B 

Thaxt A 

Proteine regulatrice de la famille AraC 

Nos Nitric oxyde synthase 

gene implique dans la synthese d'auxine iaaM 

transposase 
Rien 

Regulateur transcriptionel (tetR) 

Oxidoreductase liant le zinc 

esterase/lipase 

Dehydrogenase (courtes chaTnes) 

Resolvase/invertase [Streptomyces turgidiscabies] 
Transposase de la famille IS256 

Transposase de la famille IS256 

Proteine Ned 

Proteine hypothetique stPAI005 

Transposase 

Regulateur transcriptionel 
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PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 
PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 
PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

PAI2 

8 518 354 

8 518 790 

8 519 576 

8 519 972 
8 520 597 

8 520 801 

8 521 084 

8 522 311 

8 523 508 

8 524 745 

8 525 112 

8 528 065 

8 528 829 

8 530 643 

8 533 104 

8 535 067 

8 535 978 

8 537 129 
8 538 672 

8 539 457 

8 539 752 

8 541 165 

8 542 763 

8 544 809 

8 546 032 

8 548 114 

Proteine hypothetique [Mycobacterium sp. MCS] 

Enoyl-CoA hydratase/isomerase 

Rien 

acyl-CoA deshydroqenase [Mycobacterium tuberculosis 
Rien 

oxidoreductase, pyridine nucieotide-disulphide, FAD-dependante 

Proteine regulatrice MarR (resistance antibiotiques) 

Oxydoreductase dependante du FAD (Mycobacterium) 

Proteine regulatrice IcIR : regulation de I' Isocitrate lyase (Mycobacterium) 

Regulateur transcriptionel de la famille PadR ([Streptomyces avermitiiis) 

Proteine secretee [Streptomyces coelicolor A3(2)] 

Proteine hypothetique MAP_0578 (Mycobacterium avium subsp. 
Paratuberculosis) 

glycosyl hydrolase famille 35 

Glycoside hydrolase, famille 3 

Glycoside hydrolase, famille 3 

Systeme de transport du cellobiose de type ABC, permease [Streptomyces 
avermitiiis 

Systeme de transport du cellobiose de type ABC, permease BgIA 
[Thermobifida fusca] 

Systeme de transport du cellobiose de type ABC, proteine liant le solute 
Regulateur transcriptionel (tetR) 

Cutinase (Mycobacterium) 

Lacl:Proteine periplasmique 

Glycosyl hydrolase 

Tomatinase 

Regulateur transcriptionnel de la famille Lacl 

Rien 

Dehydrogenase de la famille 2-hydroxyacid 
(1) Sanger Institute. The Wellcometrust Sanger Institute [en ligne]. Disponible sur : 

http://www.sanger.ac.uk 
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Kers et al (2005) ont transfere le PAI de S. turgidiscabies chez deux souches de 

Streptomyces non pathogenes : S. coelicolor et S. diastochromogenes. L'integration du 

PAI chez S, coelicolor ne lux a pas confere le phenotype pathogene contrairement a S. 

diastochromogenes, chez qui les transconjugants produisent de la thaxtomine et sont 

capable de coloniser les tissus de tubercule de pomme de terre. II semble done que les 

genes de virulence peuvent etre mobilises entre differentes especes de streptomycetes. 

Cependant, l'acquisition du PAI n'est pas suffisante pour rendre une souche virulente tel 

que demontre dans le cas de S. coelicolor. 

La presence des genes de virulence sur un element mobile d'ADN pourrait expliquer la 

grande variability genetique entre les especes causant la gale commune de la pomme de 

terre. Pour le transfert horizontal de gene, la proximite physique des especes est un 

facteur determinant dans l'acquisition du phenotype de meme que la capacite a obtenir, 

maintenir et exprimer efficacement les genes de virulence presents sur le PAI, plus que la 

stricte parente genetique. Ceci expliquerait comment des especes variees de 

streptomycetes peuvent exprimer un phenotype pathogene semblable alors que d'autre 

especes beaucoup plus pres genetiquement sont non-pathogenes. 

Objectifs du projet de doctorat 

Afin de developper des methodes de lutte efficaces contre S. scabies, il est essentiel de 

bien connaitre la bacterie et la facon qu'elle interagit avec son environnement et son hote. 

La thaxtomine est un facteur de virulence important implique dans l'apparition des 

symptomes causes par plusieurs Streptomyces phytopathogenes. Nous avons done mis 

l'emphase sur certains elements environnementaux qui modulent la biosynthese de la 

thaxtomine chez S. scabies. 

26 



La thaxtomine etant derive de divers acides amines, nous avons dans un premier temps 

voulu determiner l'effet de ces composes sur la production de thaxtomine par differentes 

souches de S. scabies. 

Dans un deuxieme temps, nous avons axe notre etude sur la suberine, un polymere qui 

induit la biosynthese de la thaxtomine chez S. scabies. Pour analyser la reponse 

physiologique de la bacterie a l'ajout de suberine, nous avons utilise la proteomique et la 

transcriptomique. Dans le cadre de ce projet, des proteines specifiquement produites en 

presence de suberine ont ete identifiees. De plus, plusieurs genes exprimes apres une 

induction par la suberine ont ete identifies et les patrons d'expression de certains de ces 

genes verifies en presence et en absence de suberine. 
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CHAPITRE 1 

1.0 Effet des acides amines sur la biosynthese de la thaxtomine A par S. scabies 

Des etudes preliminaires ont demontre que certains composes avaient un effet sur la 

production de thaxtomine par S. scabies. Babcock et al (1993) ont ete les premiers a 

rapporter que deux acides amines, le tryptophane et la tyrosine, reprimaient la production 

de la thaxtomine A chez la souche S. scabies RB2 dans un milieu a base d'avoine. lis ont 

egalement remarque que la synthese de la toxine etait reprimee par le glucose, repression 

egalement signalee par Loria (1995) chez la souche 87-22. 

Dans les travaux qui suivent, nous avons poursuivi la verification de 1'effet de plusieurs 

acides amines ainsi que d'un acide amine modifie sur la production de thaxtomine A par 

la souche S. scabies EF-35 dans un milieu minimal supplements de suberine. Nous avons 

constate que seulement les trois acides amines aromatiques, tyrosine, tryptophane et 

phenylalanine, avaient un effet represseur sur la biosynthese de la thaxtomine A. L'acide 

glutamique, la methionine et la serine n'avaient pas d'effet inhibiteur. La methylation du 

tryptophane etait suffisante pour lever 1'effet inhibiteur de la molecule. Nous avons 

egalement demontre que 1'effet du tryptophane etait dependant de la concentration de 

l'acide amine ajoutee au milieu de culture avec une inhibition presque complete a une 

concentration de 5mM. De plus, nous avons demontre que l'effet inhibiteur des acides 

amines aromatiques etait observable pour cinq souches de S.scabiei, incluant la souche 

type ATCC 49173. 
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Par des tests d'incorporation de radioactivite, nous avons demontre que le phenylalanine 

et le tryptophane sont des precurseurs de la synthese de la thaxtomine A. Ce qui n'est pas 

le cas de la tyrosine. La radioactivite associee a la methionine est egalement fortement 

incorporee, suggerant un role de donneur de methyles a cet acide amine dans la 

biosynthese de la toxine. 

Ces travaux sont decrits a la section 1.1. Cette section est constituee de l'article A. 

Lauzier, C. Goyer, L. Ruest, R. Brzezinski, D. Crawford et C. Beaulieu (2002). Effect of 

amino acids on thaxtomin A biosynthesis by Streptomyces scabies. Canadian Journal of 

Microbiology, 48(4), pp 359-364. La production et les dosages de thaxtomine pour les 

souches ATC 49173, CGI, CG11 et CG12 ont ete faits par C. Goyer. J'ai effectue la 

production et les dosages de thaxtomine pour la souche EF-35, les tests de concentration 

de tryptophane ainsi que les test d'incorporation de radioactivite. J'ai purifie la 

thaxtomine marquee et non marquee en vue de l'analyse RMN qui a ete faite par L. 

Ruest. J'ai redige cet article. Les travaux ont ete faits sous la supervision de R. 

Brzezinski, D. Crawford et C. Beaulieu. 
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Abstract 

The regulatory effect of amino acids on the production of thaxtomin A, a phytotoxin 

produced by Streptomyces scabies, was investigated. Tryptophan had an important 

inhibitory effect on the toxin biosynthesis in all five strains of S. scabies tested. Two 

other aromatic amino acids (tyrosine and phenylalanine) also inhibited thaxtomin A 

biosynthesis while aliphatic amino acids did not cause an important decline in thaxtomin 

A production. Methylation of tryptophan prevented or reduced the inhibitory effect on 

thaxtomin A biosynthesis. In spite of the inhibitory action of tryptophan and 

phenylalanine on thaxtomin A production, incorporation of these radiolabeled molecules 

into thaxtomin A confirmed that they are metabolic precursors for the biosynthesis of the 

phytotoxin. 

Keywords: Thaxtomin A, phytotoxin, Streptomyces scabies, common scab, 

nitroaromatic compounds, amino acids 
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Introduction 

The genus Streptomyces is composed of bacterial species inhabiting soil (Loria et al, 

1997). These interesting procaryotes have a complex life cycle that includes the 

development of a substrate mycelium from which arises an aerial mycelium that 

fragments into spores. The streptomycetes are also well-known as producers of 

biologically active secondary metabolites. Most Streptomyces species are saprophytic, 

but some are important plant pathogens (Locci, 1994). 

Streptomyces scabies is the major causal organism of common scab (Lambert and 

Loria, 1989). This economically important disease is characterized by shallow, raised or 

deep-pitted corky lesions (Locci, 1994) on potato tubers and on tap roots such as carrot, 

turnip, and beet (Goyer and Beaulieu, 1997). The virulence mechanisms used by this 

pathogen include the secretion of nitroaromatic compounds exerting toxicity on plant 

tissues (Loria et al, 1997; Goyer et al, 2000). These 4-nitro-3-yl containing 

dioxopiperazines were named thaxtomins (King, 1989), and thaxtomin A represents the 

predominant form of the toxin produced by 5*. scabies. The biochemical steps involved in 

thaxtomin A biosynthesis have not been completely elucidated yet. Acuna et al, (2001) 

showed that phenylalanine was a metabolic precursor of thaxtomin A biosynthesis. 

Furthermore, isolation and characterization of compounds extracted from a culture media 

of Streptomyces scabies allowed King and Lawrence (1996) to predict the later steps in 

thaxtomin A synthesis. Recently, Healy et al, (2000) identified two genes involved in 

thaxtomin A biosynthesis. These two genes code for peptide synthetase homologues. 

Thaxtomin A is an essential factor of S. scabies pathogenicity. The toxin 

reproduced symptoms of common scab on aseptic potato tubers (Lawrence et al, 1990). 

Symptom severity correlated to the quantity of thaxtomin A applied on plant tissues 

(Kinkel et al, 1998) and mutants deficient in their capacity to synthesize the toxin were 

nonpathogenic (Goyer et al, 1998). 

Environmental conditions affect thaxtomin A production. Beausejour et al, 

(1999) demonstrated that the presence of plant extracts was essential to the in vitro 
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production of thaxtomin A. These authors identified suberin, a complex plant polymer 

composed of fatty acid polyesters linked to phenolic compounds (Kolattukudy and 

Agrawal, 1974), as a product allowing thaxtomin A production when introduced into a 

minimal culture medium. It was also noted that thaxtomin synthesis was repressed by 

glucose (Loria et al., 1995; Babcock et al, 1993). Tryptophan and tyrosine also had an 

inhibitory effect on the production of the toxin in S. scabies strain RB2 (Babcock et al.., 

1993). 

The aim of this study was to pursue investigations on the role of amino acids on 

the biosynthesis of thaxtomin A by S. scabies strains. Involvement of various amino acids 

in the phytotoxin synthesis was first analyzed in regard to their effect on the level of 

production and second in regard to their incorporation into thaxtomin A. 

Material and methods 

Bacterial strains and culture conditions: Five Streptomyces scabies strains were used in 

this study: S. scabies ATCC 49173 (Lambert and Loria, 1989) and S. scabies strains 

EF-35, CGI, CGI 1 and CG12. Strains EF-35, CGI 1 and CG12 were isolated from 

common scab lesions on potato tubers in Canada (Faucher et al., 1992; unpublished data) 

while strain CGI was isolated from a radish lesion (Beausejour et al., 1999). 

Thaxtomin production and quantification: Strains were grown aerobically in a rotary 

shaker at 30°C in tryptic soy broth (TSB, Difco Laboratories, Detroit, Michigan, U.S.) for 

48 hours. The cultures were centrifuged and resuspended in five volumes of fresh TSB 

before being transferred to the production medium (1/50, vol/vol). The production 

medium consisted of oat bran broth and was prepared according to Goyer et al, (1998). 

When necessary, radiolabeled glucose, labeled amino acids, or non labeled amino acids 

were added to the production medium prior to inoculation. Non labeled amino acids 

(Sigma, St-Louis Missouri, U.S.) were added at a concentration varying between 1 uM 

and 20 mM. 
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For the incorporation assay, radiolabeled amino acids or glucose (1 jj,Ci) was 

added to the production medium. L-[14C(U)]-phenylalanine, L-[14C(U)]-tyrosine, L[side 

chain-3-14C]-tryptophan and L-[methyl-14C]-methionine were from NEN (Boston, 

Massachussets, U.S.) while 14C-glucose was from Sigma (St-Louis, Missouri, U.S.). L-

tryptophan-indole-3-13C (Cambridge Isotope Laboratories, MA, U.S.) was added to oat 

bran broth at a final concentration of 0.5 mM. All cultures were incubated in a rotary 

shaker at 30°C for 7 days before thaxtomin A extraction. 

Thaxtomin A was purified from culture supernatants as previously described by 

Goyer et al, (1998). Briefly, thaxtomin A was extracted from culture supernatants using 

ethyl acetate. Compounds extracted by ethyl acetate were separated on TLC. The yellow 

spots exhibiting the same Rf as purified thaxtomin A were eluted from the silica gel using 

chloroform:methanol (7:3). Thaxtomin A was then quantified by high-performance 

liquid chromatography. For the incorporation assay, radioactivity associated with purified 

thaxtomin A was quantified using a Beckman LS 6000SC liquid scintillation counter 

(Fullerton, California, U.S.). Each experiment was carried out in triplicate. For the 13C 

incorporation assay, thaxtomin A was purified by three TLC using consecutively 

chloroform:methanol (95:5), chloroform:methanol (90:10) and ethyl acetate:water:formic 

acid: acetic acid (100:10:10:10) as migrating solvents. Thaxtomin A was eluted from 

silica gel and then washed twice with benzene. All NMR spectra were recorded for 

solutions in deuterated methanol with a Briiker AC-300 NMR analyzer operating at 

330.13 MHz for !H and 75.47 MHz for 13C. Chemical shifts were calculated based on 

the signal for the solvent (7.26 ppm for CDC13 and 77.0 ppm for 13CDC13). 

Results 

Effect of different amino acids on thaxtomin A production in S. scabies strain EF-35. 

To study the effect of amino acids on the biosynthesis of thaxtomin A in 5*. scabies EF-

35, oat bran broth was supplemented with amino acids at a concentration of 2.5 mM. 

Aliphatic amino acids such as glutamic acid, methionine and serine did not have a 
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marked effect on thaxtomin A biosynthesis in EF-35. While EF-35 produced an average 

of 17 ug of thaxtomin A per mg of bacterial cells (dry weight) in oat bran broth, the level 

of production ranged from 15.6 to 23.1 ug/mg in the same medium supplemented with 

one of the three amino acids (Table 1). In contrast, the three aromatic amino acids 

(tryptophan, phenylalanine and tyrosine) each strongly inhibited thaxtomin A production 

in oat bran broth. Thaxtomin A was undetectable in cultures supplemented with 

phenylalanine and tryptophan and only trace amounts were detected in media containing 

tyrosine (Table 1). 

Table 1. Effect of different amino acids on thaxtomin A production in S. scabies strain 

EF-35 

Amino acid3 Thaxtomin A production 

Control0 LOO3 

Glutamic acid 1.09 

Methionine 0.92 

Serine 1.36 

Phenylalanine 0.00 

Tryptophan 0.00 

Tyrosine 0.01 

N-methyl-2-tryptophan 0.98 
a Amino acids were added at a final concentration of 2.5 mM. 
b Thaxtomin A production was expressed relative to the control culture. 
c Control consisted of oat bran broth. 
dThe amount of thaxtomin A produced in the control culture was 17 pg/mg of bacterial 
cells (dry weight). The data are the mean of three replications. 
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Methylation of tryptophan prevented the inhibitory effect observed with aromatic amino 

acids since addition of 2.5 mM of N-methyl-L-tryptophan in oat bran broth did not 

markedly affect thaxtomin A production in EF-35 (Table 1). 

Effect of some amino acids on thaxtomin A production in S. scabies strain EF-35, CGI, 

CG11, CGI2 andATCC 49173. 

Inhibition of thaxtomin A production by tryptophan was observed in all S. scabies strains. 

Thaxtomin A production ranged from 1 to 22 ug/mg of bacterial cells (dry weight) 

among the S. scabies strains in oat bran medium (Table 2). Thaxtomin A biosynthesis 

Table 2. Effect of some amino acids on thaxtomin A production in different 

Streptomyces scabies strains 

Amino acida 

Control" 

Serine 

Tryptophan 

N-methyl-L-

Thaxtomin A 

ATCC 49173 

1000 a 

23 b 

2.8 b 

1738 c 

production (r 

CGI 

21497 a 

32978 b 

290 c 

17501 a 

ig/mg)c,d 

CG11 

2073 a 

1440 b 

25 c 

1150b 

CGI 2 

1687 a 

1029 b 

8.1 c 

2737 d 

EF-35 

1743 a 

2373 b 

0.0 c 

1867 a 

a Amino acids were added at a final concentration of 2.5 mM. 
Control consisted of oat bran broth. 

c Data are the means of three replications. 
Values accompanied by a same letter are not significantly different (Duncan; p < 0.05). 

was reduced at least seventy-four times when oat bran broth was supplemented with 

tryptophan. Addition of N-methyl-L-tryptophan into culture medium did not inhibit 

thaxtomin A production in any strain except CG-11. Even then, the reduction was not as 
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great as the one caused by tryptophan (Table 2). The amount of thaxtomin A recovered 

from an oat bran culture containing serine varied between 0.023 and 33 M-g/mg for all S. 

scabies strains tested. These amounts were similar or higher to the production levels in 

the control for all strains except strain ATCC 49173 (Table 2). In this strain, the presence 

of serine in the culture medium reduced the synthesis of thaxtomin A from 1000 to 23 

ng/mg. 

Effect of tryptophan concentration on thaxtomin A production in S. scabies strain EF-35. 

The general inhibitory effect of tryptophan on thaxtomin A production was not only 

observed in oat bran broth. Tryptophan also reduced thaxtomin A biosynthesis in a 

medium containing suberin. The inhibitory effect of this aromatic amino acid correlated 

with the quantity of tryptophan added to the suberin medium. The results illustrated in 

Figure 1 show that tryptophan had no effect on thaxtomin A production at a concentration 

of 10 uM or lower concentrations. A 40 % reduction in thaxtomin A production was 

observed when the amino acid was supplemented at a concentration of 100 uM. The 

degree of inhibition became greater with increasing tryptophan concentration. Thaxtomin 

A production was completely inhibited when tryptophan was added at a 20 mM 

concentration (Figure 1). Similar results were obtained in oat bran broth (results not 

shown). 
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Fig. 1. Effect of tryptophan concentration on thaxtomin A production in suberin medium 
by S. scabies. Data are the mean of three replications. 

Integration of labeled molecules during thaxtomin A synthesis in S. scabies strain EF-35. 

Different C-labeled molecules were added to oat bran broth to determine if they were 

metabolic precursors of the thaxtomin A biosynthetic pathway in S. scabies EF-35. The 

percentage of incorporation of labeled phenylalanine, methionine and tryptophan into 

thaxtomin A varied between 3.6 and 5.8% (Table 3). This represented an incorporation of 

195 to 367 dpm per ug of thaxtomin A produced. In contrast, the level of incorporation 

of radioactivity into thaxtomin A was negligible when tyrosine or glucose were used as 

labeled precursors. The efficiency of incorporation of these labeled compound into 

thaxtomin A was lower than 0.3% (< 18 dpm/jj,g of thaxtomin A). 
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Table 3. Incorporation rate of C radiolabeled molecules in thaxtomin A produced by S. 

scabies strain EF-35 

Radiolabeled substance8 

Glucose 

Methionine 

Phenylalanine 

Tryptophan 

Tyrosine 

Radioactivity incorporated 

9.0 ± 3.9 

341.5 + 100.1 

195.0 ± 37.4 

367.3 ± 47.5 

18.1 ± 5.1 

Incorporation rate (%)c 

0.11 

4.34 

3.63 

5.84 

0.24 
a 2.2X10 dpm of radioactivity was added to 50 ml of oat bran broth prior to the . 
inoculation 
b Values are the mean of three replications 
c Ratio between radioactivity added to the culture medium and radioactivity incorporated 
into purified thaxtomin A after 7 days incubation 

Thaxtomin A produced by S.scabies CGI when L-tryptophan-indole-3-13C was 

added into the production media was analyzed by NMR spectrometry to verify if 

tryptophan was integrated into thaxtomin A without being structurally modified. NMR 
1 'X 

spectra (Figure 2) for thaxtomin showed a significant C enrichment on the carbon found 

at a chemical shift of 110.5 ppm. After assignment of the peaks to their corresponding 

carbon atom in the thaxtomin molecule, we confirmed that the labeled tryptophan 

molecule was directly integrated into the biosynthesis of thaxtomin. 
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Fig. 2. 13C NMR analysis of tryptophan incorporation assay. Partial 13C NMR spectrum 
(75.47 MHz) of a) pure tryptophan and of b) L-tryptophan-indole-3-13C. Partial 13C NMR 
spectrum (75.47 MHz) of c) thaxtomin A isolated from an oat bran broth culture of S. 
scabies and of d) thaxtomin A isolated from an oat bran broth culture of S. scabies grown 
in the presence of L-tryptophan-indole-3-13C. Inserts in panels b and d show the 
chemical structures of tryptophan and thaxtomin A, respectively. The arrows indicate the 
13C-labeled position. 
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Discussion 

The present study confirms the regulatory effect of tryptophan on thaxtomin A 

production in five additional S. scabies strains. These results add to those of Babcock et 

al., (1993) who demonstrated that tryptophan had a regulatory effect on thaxtomin 

production in S.scabies strain RB2. Thaxtomin A production was inhibited in all S. 

scabies strains growing in the presence of 2.5 mM of this aromatic amino acid. This 

study confirms, as suggested by Babcock et al, (1993), that inhibition is not due to the 

increased levels of nitrogen since serine had no inhibitory effect on thaxtomin A 

production in all strains except ATCC 49173 when it was added at a similar 

concentration. Secondary metabolism in actinomycetes is usually delayed or reduced by 

an excess of readily available nitrogen (Shapiro, 1989). We observed that all amino acids 

caused a complete inhibition of thaxtomin synthesis at a concentration of 10 mM in oat 

bran broth (data not shown). However, the concentration of an amino acid necessary to 

cause an inhibition of thaxtomin synthesis depends not only on the nature of the nitrogen 

source but seems to vary among S. scabies strains. 

The strong level of inhibition caused by tryptophan appears to be specific to 

aromatic amino acids since phenylalanine and tyrosine had similar effects in strain EF-35 

in contrast to aliphatic amino acids such as serine, glutamic acid and methionine. It also 

appears that methylation of tryptophan is enough to prevent the inhibitory effect since N-

methyl-L-tryptophan was not an inhibitor of thaxtomin A synthesis. This could not be 

explained by the inability of the bacteria to catabolize the molecule since S. scabies can 

grow on N-methyl-L-tryptophan as the sole carbon source (results not shown). The 

strong inhibitory effect of tryptophan was observed not only in complex media such as 

oat bran broth but also in a suberin medium. 

The results of the incorporation assay lend support to the hypothesis of King and 

Lawrence (1996) and King (1997), who suggested that thaxtomins result from the 

condensation of N-methyl-4-nitrotryptophan and phenylalanine by diketopiperazine ring 

formation. In our assay, labeled phenylalanine and tryptophan were efficiently 
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incorporated into thaxtomin A. These two amino acids could be the substrates used by the 

peptide synthetase homolog identified by Healy et al, (2000) to form thaxtomin A. On 

the other hand, tyrosine and glucose were not. This suggests that tyrosine is not a 

precursor of the thaxtomin A since its level of incorporation was similar to that of 

glucose. Radiolabeled carbon of methionine, which was efficiently incorporated into 

thaxtomin A, could serve as donor of methyl groups since thaxtomin A is methylated at 

two positions. In this study, we identified three compounds (phenylalanine, tryptophan 

and methionine) that could be used to produce significant amounts of radiolabeled 

thaxtomin A. 

Secondary metabolism in actinomycetes is essential to the survival of the bacteria 

in their natural environment. Regulation of secondary metabolism is modulated by a 

variety of factors so the organism can quickly adapt to its steadily changing environment 

(Shapiro, 1989). Thaxtomin biosynthesis is also regulated by several factors such as 

developmental stage of the bacteria (Babcock et al, 1993), plant compounds (Beausejour 

et al., 1999), glucose (Babcock et al, 1993; Loria et al, 1995) and aromatic amino acids 

(Babcock et al, 1993; this study). 

Radiolabeling assays indicate that in spite of their inhibitory effect, tryptophan 

and phenylalanine are precursors of the thaxtomin A biosynthetic pathway. This was 

confirmed for tryptophan by incorporation assay with L-tryptophan-indole-3-I3C. 

Inhibition of a metabolic pathway by biosynthetic precursors is rather unexpected. 

Biosynthetic gene regulation of aromatic amino acid biosynthesis could have a direct 

impact on thaxtomin production. Aromatic amino acids biosynthesis is regulated by 

feedback repression in several bacteria (Gat et al, 1994; Kwak et al, 1999; Maiti and 

Chatterjee, 1991). Surprisingly, aromatic amino acids biosynthesis could be regulated 

differently in Streptomyces since Hu and collaborators (1999) have demonstrated that 

tryptophan biosynthetic genes trpCXBA from Streptomyces coelicolor A3 (2) are 

regulated by growth phase and growth rate rather than by feedback repression (Hu et al.,. 

1995). It is still possible that some aromatic amino acids might have more than one 

biosynthetic gene cluster as was reported for the biosynthesis of tryptophan in 
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Streptomyces venezuelae (Hu et al.., 1995). The end product repression of the 

biosynthetic pathways for specific aromatic amino acids could explain the effect of those 

amino acids on thaxtomin production. However, in this study the methylation of 

tryptophan appears to considerably reduce the level of inhibition. 
14C tryptophan, phenylalanine and methionine can efficiently be used to produce 

labeled thaxtomin A. Radiolabeled thaxtomin A might be a useful tool to identify the 

cellular target of thaxtomin A. Furthermore, radiolabeled thaxtomin A might be of great 

interest in studying the biochemical steps involved in the degradation or the modification 

of the phytotoxin, since it was shown that microorganisms degrading thaxtomin A might 

act as biocontrol agents (Doumbou et al., 1998), and that chemical modification of the 

toxin inplanta could be a means to reduce the toxicity of the molecule (King et al, 2000; 

Acunaefa/., 2001). 
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CHAPITRE 2 

2.0 Effet de la suberine de pomme de terre sur le proteome de S. scabies 

Cette etude est la premiere analyse du proteome de S. scabies jusqu'a maintenant. Dans 

cette etude, l'electrophorese en 2 dimensions a ete utilisee pour identifier les proteines 

induites par la suberine chez S. scabies. Vingt proteines induites ont ete recuperees des 

gels 2D et identifiees par sequencage N-terminal ou spectre de masse en tandem 

(MS/MS). Quatre des proteines identifiees etaient liees a la reponse bacterienne aux 

stress (ALDH, GroES, TerD et LexA). Certaines voies metaboliques semblent etre 

activees par la presence de suberine tel que demontre par 1'augmentation de synthese de 

proteines de transport ou d'enzymes reliees a la glycolyse, au metabolisme des acides 

nucleiques ainsi qu'a celui des acides amines. La suberine semble aussi influencer le 

declanchement ou la progression du metabolisme secondaire. BldK, une proteine 

impliquee dans la differentiation, ainsi que certains autres indicateurs du metabolisme 

secondaire chez les streptomycetes, tels 1'IMP deshydrogenase et un transporteur 

d'acides amines branches, etaient induits par la suberine. 

Ces travaux sont decrits a la section 2.1. Cette section est constituee de 1'article A. 

Lauzier, A.-M. Simao-Beaunoir, S. Bourassa, G. Poirier, B. Talbot and C. Beaulieu 

(2007). Effect of potato suberin on Streptomyces scabies proteome. Molecular Plant 

Pathology (soumis pour publication). J'ai effectue la totalite des etudes proteomiques de 

cet article. Le sequencage et les spectres de masse ont ete effectues au CHUL par S. 

Bourassa et G. Poirier. A.-M. Simao-Beaunoir a effectue les verifications d'homologie 

dans le genome non annote de S. scabies. J'ai redige cet article. Les travaux ont ete faits 

sous la supervision de B. Talbot et C. Beaulieu. 
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Abstract 

Two-dimensional (2-D) PAGE was used to detect proteins induced in S. scabies by 

potato suberin, a lipidic plant polymer. Twenty up-regulated proteins were excised from 

2D gels and identified by N-terminal sequencing or tandem mass spectrometry (MS/MS). 

Four of the up-regulated proteins could be linked to the bacterial response to stress 

(AldH, GroES, TerD and LexA). Specific metabolic pathways seemed to be activated in 

the presence of suberin as shown by the increased expression of specific transporters and 

of enzymes related not only to glycolysis, but also to nucleotide and amino acid 

metabolism. Suberin also appeared to influence secondary metabolism since it also 

caused the overproduction of the BldK proteins that are known to be involved in 

differentiation and secondary metabolism. 
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Introduction 

Streptomycetes are Gram-positive, filamentous bacteria that are known for their ability to 

produce a wide variety of both extracellular hydrolytic enzymes and active secondary 

metabolites. Their genome is characterized by a high G + C content. Most members of 

this genus are soil-inhabiting saprophytes. However, some of them are plant pathogens 

and cause common potato scab, an economically important plant disease found in Canada 

and in most potato-growing areas in the world (Hill and Lazarovits, 2005). Streptomyces 

scabies is the main causal agent of common potato scab (Lambert and Loria, 1989a) 

although other species such as Streptomyces acidiscabies (Lambert and Loria, 1989b), S. 

turgidiscabies (Miyajima et ah, 1998), S. europaeiscabiei, S. stelliscabiei (Bouchek-

Mechiche et ah, 1998), S. luridiscabiei, S. niveiscabiei and S. puniciscabiei (Park et ah, 

2003) are widespread in North America, Asia and Europe. 

The virulence mechanisms associated with these pathogens include the secretion of nitro-

aromatic compounds called thaxtomins that exhibit phytotoxic properties. Thaxtomins 

are 4-nitroindol-3-yl-containing 2,5 dioxopiperazines (King et ah, 1989). Thaxtomin A 

is the most abundant toxin produced by S. scabies and appears to be essential to symptom 

development. Purified thaxtomin A reproduces symptoms of common scab when applied 

on aseptic potato tubers (Lawrence et ah, 1990). Disruption mutants of the thaxtomin 

biosynthesis genes become avirulent on potato tubers (Healy et ah, 2000). 

Thaxtomin A is synthesized by a peptide synthetase encoded by the txtA and txtB genes 

(Healy et ah, 2000). Hydroxylation of the cyclic dipeptide is catalyzed by a cytochrome 

P450 monooxygenase encoded by txtC (Healy et ah, 2002), while nitration of the 

dipeptide is carried out by an enzyme similar to mammalian nitric oxide synthase (Kers et 

ah, 2004). The genes responsible for thaxtomin biosynthesis are located on a 

pathogenicity island found in the genome of S. scabies, S. acidiscabies and S. 

turgidiscabies (Bukhalid et ah, 2002). 
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Bacteria commonly detect specific plant metabolites which they use as signals to regulate 

the expression of virulence genes that allow their adaptation to the plant environment. 

For example, in Agrobacterium tumefaciens, several virulence genes are activated by 

acetosyringone and other phenolic molecules produced by the plant (Melchers et al, 

1989). It has also been shown that cellobiose can induce thaxtomin A production in S. 

acidiscabies (Wach et al., 2007). However, cellobiose by itself did not induce dipeptide 

synthesis in S. scabies strains such as EF-35. Nevertheless, the disaccharide did increase 

thaxtomin A production when added to a culture medium containing suberin (Lerat, 

Beaudoin and Beaulieu, unpublished data). Addition of suberin in a minimal medium is 

sufficient to allow thaxtomin A production in S. scabies strains (Beausejour et al, 1999). 

Suberin is a complex polymer consisting of both polyaromatic and polyaliphatic domains 

(Kolattukudy et al, 1981). Potato suberin was described as consisting of a 

hydroxycinnamic acid-monolignol polyphenolic domain embedded in the primary cell 

wall, and covalently linked to a glycerol-based polyaliphatic domain located between the 

primary cell wall and the plasma membrane (Bernards, 2002). 

The lipidic polymer provides effective resistance to dehydration and plays an important 

role in the protection of the plant by acting as a physical barrier against most pathogenic 

microorganisms (Kolattukudy, 1987; Lulai et al., 1995; Lyon, 1989). However, S. scabies 

can overcome this defense mechanism by producing a heat-stable esterase that breaks 

down suberin (MacQueen and Schottel, 1987). 

Differential protein display by two dimensional gel electrophoresis and proteome analysis 

is a powerful tool to monitor changes occurring in the protein expression of an organism 

(Wilkins et al, 1996). Analysis of streptomycete proteomes has been carried out to study 

bacterial development (Hesketh et al, 2002; Kim et al, 2005a; Kim et al, 2005b; Orsaria 

et al, 1998; Piette et al, 2005; Vohradsky and Thompson, 2006), secondary metabolite 
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production (Hesketh and Chater, 2003; Lai et al, 2002; Mohrle et al, 1995; Wang and 

Yuan, 2005) and mechanisms involved during interaction with a plant (Langlois et al, 

2003). Proteomic studies have also been used to study plant-microbe interactions 

involving bacteria such as Streptomyces coelicolor (Langlois et al, 2003), Rhizobium 

leguminosarum(Guevreiro et al, 2000), Pseudomonasputida (Heim et al, 2003) and 

Sinorhizobium meliloti (Natera et al, 2000). 

The aim of this study was to elucidate the physiological adaptations induced in S. scabies 

by the presence of the complex plant polymer, suberin. 2D gel electrophoresis was used 

to identify newly-expressed proteins from S. scabies in the presence of the polymer. 

Edman sequencing and mass spectroscopy was used to identify selected proteins. 

Results and discussion 

Comparison of protein profiles in MM and SM 

Proteomes of S. scabies grown with or without suberin were compared. Growth curves 

were similar in both conditions (data not shown) suggesting that changes observed in the 

proteomes could be directly linked to the addition of the plant polymer. Soluble proteins 

were extracted from 40h-old cultures which represent the early stationary phase of the 

life cycle. Thaxtomin A, a pathogenicity factor produced by S. scabies in the suberin 

medium, became detectable after about 36 hours of growth under conditions used in this 

study. 

Image analysis of the S. scabies proteome in MM medium revealed over 650 protein 

spots in the pH range of 4 to 7 and the size range of 10 to 180 kD (Figure 1). Narrow-

range IPG strips (pH 4 to 5, 4.5 to 5.5, 5 to 6 and 5.5 to 6.7) were used to further resolve 

these proteins. Several protein spots were detected only in the presence of suberin in at 
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least three independent experiments. Thirty spots were excised from the gels and 

subjected to Edman degradation or MS analysis. 

pH4« *pH7 

MW (KDa) 

Figure 1: Proteome map of S. scabies soluble internal proteins visualized with silver 

stain. Proteins were separated in the first dimension over a pH range of 4 to 7. 

Seven spots could not be conclusively assigned to a protein identification. Four spots 

were found to contain more than one protein and were not further analyzed. Amino acid 

sequences were obtained for 19 spots (Table 1). Ten of the sequenced proteins were 

excised from the pH 5.5 to 6.7 gels, 7 from the pH 5 to 6 gels and one each from the pH 4 

to 5 gels and the pH 4.5 to 5.5 gels. 
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Table 1: Identification of protein spots up-regulated in the presence of suberin. 

MW Method 
Protein ,., 

designation ^ (•) (M 

analysis1' 

Amino acid sequence1 i<°> 

Matching protein 

Probable function Bacterium 

10 

12 

17 

18 

21 

24 

25 

29 

30 

31 

5.6 67.6 MS/MS 

5.8 58.1 MS/MS 

5.75 44 

5.74 41 

AVALAEAR - IGTPALTTR - RPAFQDYAQR -
NVDTVESLAAEHAR - QAEAALLDSGIVTNR -
GLGTAEMDEVAGLIDR -
NAIPADPNGAWYTSGIR -
SYGTDPATGLIDYEALR -
VLTGDFDPVPHAQIVTTTTHK 

RYGVEIK - GAEWWGR - DCAQVGIASIQR -
AQLLVNWEAAER - GVTiGRPMPLLLTR -
HRDCAQVGIASIQR -
ELNEDPACTGYIVQLPLPK -
LVLNEPAPLPCTPNGVLTLLR -
ILELMDPDKDADGLHPMNLGR 

5.88 64.9 MS/MS MLAGLEDVNGGAIR 

5.98 63.7 MS/MS QIAEPFMK - TLGIVGESGSGK -
VDDYPHQFSGGMR 

6.2 75.2 MS/MS HLPDSVLETPDAK - GKHLPDSVLETPDAK 

6.27 63.2 MS/MS 

13 6.22 49.2 MS/MS 

16 6.46 48.7 MS/MS 

5.85 70.7 MS/MS 

6.1 56.1 MS/MS 

LRGVELLAR - GASWHAPALR -
RADELGALLQR - IVPLADDSELLAATK -
ALPGAGRDEHAVETAMAR 

RVIEVIRDSVQR 

GKHLPDSVLETPDAK 

LLGIVTNR - DMAFETDR - GMGSLGAMQSR • 
GLITVKDFVK - VGVGPGSICTTR -
DGAQALIDAGVDGIK - LVPEGIEGQVPYR -
SYRGMGSLGAMQS -
ESHPHDIQMTVEAPNYSR 

TLPIAGHRVEIR - RADELGALLQRR -
ALPGAGRDEHAVETAMAR 

5.82 13.5 N-term LVIPDTACEPPQFGVL 

5.29 38 N-term SAPAXDEDITIVMGVNQDXYDAAN 

5.58 45 MS/MS SYFR - KVFVIDDK - KFVADYK 

MS/MS 

AARAQTAWAALAPGDR - DLLDYAAGGVER -
ELGPDALTAFTETK - ILVQR - PAETTPLTALR 
- QVAAKGAALLK - VGDPADESTEMGPLISR -
WEAGNVR - YWTPFGGFK 

serine S. 
hydroxymethyltransferase coellcolor 

methylenetetrahydrofolate 
dehydrogenase and 
cyclohydrolase 

ABC transporter ATP-
binding protein 

BldKD, p ABC transporter 
intrac. ATPase subunit 

p ABC transporter protein 

p transcriptional regulator 

LexA protein 

p ABC transporter protein 

lnosine-5-
monophosphate 
dehydrogenase 

S. 
avermitilis 

S. 
coelicolor 

S.. 
coelicolor 

S. 
avermitilis 

S. 
avermitilis 

S. lipmanii 

S. 
avermitilis 

S. 
coelicolor 

p transcriptional regulator avemim 

GroES S. 
coelicolor 

N-term PIATPEVYNIQLD 

5.73 34 MS/MS LAFALADK - SVQTLVDGDK - IQYGGSVK 

G-3-P dehydrogenase 

p periplasmic branched 
chain amino acid binding 
protein 

p aldehyde 
dehydrogenase 

Fructose-bi phosphate 
aldolase 

triose-phophate 
isom erase 

S. 
coelicolor 

S. 
coelicolor 

S. 
coelicolor 

S. galbus 

S. 
coelicolor 
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43 

47 

50 

4.77 41.2 

4.28 40 

MS/MS 

GYVSAVQNK - LEMELTVER -
RTLLSSIPGAAVTSIR-
LIAQRPSLTEEWDEFR -
FVIEPLEPGFGYTLGNSLR -
MLIAQRPSLTEEWDEFR -
QGPGLVTAADIAPPAGVEVHNPDLVLATLNGK 

N-term IVFPVSIHDAENR 

4.55 35.2 MS/MS LVDTVGQGGANFVQNAILGPLEDK 

RNA polymerase alpha 
subunit 

TerD 

hyppthetical protein 

S. 
coelicolor 

S. 
coelicolor 

S. 
avermitilis 

(a'Experimental value as determined by gel image analysis. 
<b) MS/MS: analysis by Quadrupole ion trap mass spectrometry, N term: analysis by N-terminal sequencing. 
(c) Oligopeptides are separated by an indent. 

Figure 2 presents the proteome associated with gels covering pH 5.5 to 6.7. A search for 

sequence homology with the NCBI database, allowed the identification of most of the 

proteins with a high level of confidence (Table 1), although the annotation of the S. 

scabies genome sequence was not yet available in the public database. This indicates the 

relevance of proteome analysis even involving organisms for which the genome sequence 

is not available or is not yet annotated. 

The presence of a region corresponding to the amino acid sequences obtained by Edman 

or MS was confirmed in the S. scabies genome (Table 2). Blast analysis using the 

complete amino acid sequence deduced from the corresponding S. scabies gene, allowed 

a more precise identification of some of the proteins. While data derived from MS 

analysis indicated that proteins 4, 5,10 and 16 could be classified as ABC transporter 

proteins, sequence analysis of the entire corresponding genes in S. scabies genome 

suggested that protein 4 was involved in cellobiose and maltose transport, while proteins 

5, 10 and 16 were part of the BldK oligopeptide transport system. Furthermore, MS 

analysis suggested that spot 29 shared an amino acid domain with acetaldehyde 

dehydrogenases. The blast analysis, using the corresponding gene of the S. scabies 

genome, suggested that the substrate of this enzyme was specifically phenylacetaldehyde. 

However, the results of the two analyses were not always in agreement. In the case of 

spots 12 and 18, the amino acid sequences obtained by MS analysis, suggested that these 

proteins were transcriptional regulators. However, the complete amino acid sequence 
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Figure 2: Comparative two-dimensional gel electrophoresis of soluble internal proteins 

of S. scabies stained with Coomassie Brilliant Blue R-250. The large gel image 

represents the MS proteome using IPG strips pH 5.5-6.7. Regions of interest are boxed 

(A-F) and shown below with the equivalent gel region of the MM proteome. Identified 

proteins are circled and identified on the excerpts from the MS proteome. 
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Table 2: Identification of S. scabies genes containing the translated amino acid 

sequences of proteins up-regulated in the presence of suberin 

Protein 
designation w 

Gene 
position in 
the 
genome of 
S. scabies 

Matching protein 

Number of 
amino acid 
divergence 

Probable function Bacterium 
Accession n° 

Protein 
similarity 

1 4 021 189 

(482) 

2 4 030 061 

(284) 

4 

5 

10/16 

12/18 

13 

17 

21 

24 

25 

29 

30 

31 

5 589 110 

(379) 

3 570 317 

(353) 

3 572 493 

(600) 

6 234 465 

(385) 

2 789 747 

(259) 

4 097 422 

(500) 

4 106 605 

(102) 

7 724 061 

(336) 

7633671 

(409) 

8 171 015 

(458) 

4 748 812 

(340) 

7 726 447 

(290) 

0/127 serine hydroxymethyltransferase 

0/130 p methylenetetrahydrofolate 

dehydrogenase and 

methylenetetrahydrofolate 

cyclohydrolase 

0/14 ABC transporter ATP-binding 

protein assisting in cellobiose and 

maltose transport (MsiK) 

0/33 BldKD, ABC transporter 

intracellular ATPase subunit 

0/28 BldKB, ABC transport system 

lipoprotein 

2/76 uroporphyrinogen-lll syntase 

0/12 LexA repressor 

0/108 lnosine-5-monophosphate 

dehydrogenase 
4/16 10 kDa chaperonin (Protein 

Cpn10) (groES protein) 

0/24 glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) 

2/19 branched chain amino acid 

binding protein 

7/102 phenylacetaldehyde 

dehydrogenase 

2/13 fructose-bisphosphate aldolase 

0/26 triosephosphate isomerase 

S. coelicolor 

A3(2) 

S. avermitilis 

MA-4680 

S. reticuli 

NP 628992.1 

NP 824619.1 

CAA70125.1 

S. coelicolor 

A3(2) 

S. coelicolor 

A3(2) 

S. avermitilis 

MA-4680 

S. avermitilis 

MA-4680 

S. coelicolor 

A3(2) 

S. albus G 

S. clavuligeris 

S. coelicolor 

A3(2) 

S. avermitilis 

MA-4680 

S. avermitilis 

MA-4680 

S. avermitilis 

MA-4680 

NP_629265.1 

NP_629263.1 

NP_826297.1 

NP_823639.1 

NP_628928.1 

Q00769 

ABA26666.1 

NP_626269.1 

NP_827902.1 

NP_825700.1 

NP_827474.1 

97 

99 

97 

85 

73 

93 

99 

97 

98 

96 

91 

90 

96 

83 
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43 

47 

50 

4 144 299 

(340) 

7 128 592 

(191) 

8 216 882 

(429) 

0/120 

0/13 

0/24 

DNA-directed RNA polymerase 

alpha subunit 

tellurium resistance protein 

hypothetical protein SAV6777 

S. avermitilis 

MA-4680 

S. coelicolor 

A3(2) 

S, avermitilis 

MA-4680 

S. avermitilis 

MA-4680 

NP_826130.1 

NP_628887.1 

NP_826981.1 

NP_827953.1| 

100 

94 

54 

(a' Protein-coding gene were predicted using GeneMarkHMM program. The number of amino acid in the deduced protein 
is indicated in the parenthesis. 
<b) Comparison between the amino acid sequence experimentally determined and the sequence of S. scabies protein 
predicted from genome analysis. 
,c' Accession number in NCBI database 
(d> Sequence comparison was determined using Clustalw program 

deduced from the corresponding S. scabies gene shared a 93% similarity with the amino 

acid sequence of S. avermitilis uroporphyrinogen-111 synthase. 

Following these analyses, it was possible to divide S. scabies up-regulated proteins into 6 

groups according to their function: proteins involved in amino acid metabolism (proteins 

1, 2, 25), proteins involved in nucleotide and nucleic acid metabolism (proteins 17, 43), 

proteins involved in heme metabolism (proteins 12, 18), proteins involved in carbon 

acquisition (proteins 4, 29), proteins linked to the glycolytic pathway (proteins 24, 30, 

31) and finally, stress-induced proteins and proteins involved in secondary metabolism 

(proteins 5, 10, 13, 16, 21, 47). The function of protein 50 could not be determined based 

on amino acid or nucleotide sequences, but it appeared to possess a signal peptide 

(Analysis with the SignalP 3.0. software using a hidden Markov model, signal peptide 

probability: 1). 

Analysis of spots 10 and 16 as well as spots 12 and 18 yielded the same protein 

identification even though they exhibited a slightly different MW or PI. This suggest that 

uroporphyrinogen-III synthase and BldKB could be postranscriptionally modified. In S. 

coelicolor, Hesketh (2002) has estimated a mean of 1.2 protein isoforms per gene. 
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Enzymes involved in the glycolytic pathway or in carbon acquisition are up-

regulated in the presence of suberin 

The presence of suberin in S. scabies culture media seemed to induce enzymes involved 

in the energy metabolism of the bacteria. Three enzymes associated with glycolysis, 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, fructose-bis-phosphate aldolase and triose-

phosphate isomerase, were up-regulated in the presence of suberin in this study. The up-

regulation of these glycolytic enzymes might be attributed to the presence of glycerol in 

suberin since glycerol is an important constituent of suberin as demonstrated by Moire et 

al (1999). To be catabolized, glycerol is phosphorylated and then oxidized to 

dihydroxyacetone phosphate by a glycerol phosphate dehydrogenase. This last product, 

as well as glyceraldehyde-3-phosphate is the substrate for the three enzymes of the 

glycolytic pathway identified in this study. The fact that suberin has also been shown to 

induce the expression of a gene encoding a glycerol phosphate dehydrogenase in S. 

scabies (Lauzier and Beaulieu, unpublished data) also provided evidence that suberin 

constituted a source of glycerol for the pathogenic bacteria. 

Serine hydroxymethyl-transferase and methylene-tetrahydrofolate dehydrogenase (Table 

2, protein 1 and 2) are two other enzymes that were up-regulated when S. scabies was 

grown in the presence of suberin. These enzymes are involved in the biosynthesis of 

glycine and serine respectively (Stryer, 1995). Phosphoglycerate, a metabolite of the 

glycolytic pathway, is the biosynthetic precursor of serine and glycine. The up-regulation 

of both methylene-tetrahydrofolate dehydrogenase and serine hydroxymethyl-transferase 

could thus be a consequence of the up-regulation of several enzymes associated with 

glycolysis. 

Bernards and Lewis (1998) established that alkaline hydrolysis of suberized potato 

wound periderm tissues released cell-wall bound aldehydes including vanillin. This 

correlates with the up-regulation of aldehyde dehydrogenase in the proteome of S. 
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scabies grown in the presence of suberin (Table 1, protein 29). These results suggest that 

the bacterium could produce extracellular enzymes that attack suberin to release 

aldehydes. In support of this hypothesis, a proteomic differential display technique used 

to study the cellular responses of the lignin-degrading basidiomycete Phanerochaete 

chrysosporium exposed to vanillin, revealed that enzymes involved in glycolysis, in heme 

biosynthesis and cellobiose catabolism were activated in the presence of the aldehyde 

(Shimizu et ah, 2005). These same types of enzymes were activated in this study by the 

presence of suberin, suggesting that aldehydes, associated with suberin or lignin, might 

induce similar physiological responses. The amplified production of enzymes involved 

in heme synthesis, such as uroporphyrinogen III synthase (Table 2, proteins 12/18), might 

reflect an increased need for this cofactor in microorganisms exposed to suberin or 

lignin.This idea is supported by the observations that several heme-containing enzymes 

participate in the degradation of phenolics and aldehydes associated with plant polymers 

(Shimizu et ah, 2005). 

Another example of the link between carbohydrate metabolism and phytochemicals is the 

unexplained activation of cellobiose catabolism in P. chrysosporium by exposure to 

vanillin (Shimizu et ah, 2005). The identification in the present study of a cellobiose and 

maltose ABC transporter in the proteome of S. scabies might simply reflect the enzymatic 

degradation of suberin by the bacteria that results in the release of aldehydes. However, 

in S. acidiscabies, cellobiose is thought to play an important role in pathogenicity by 

inducing the biosynthesis of thaxtomin A (Wach et ah, 2007). In other phytopathogenic 

organisms, several ABC transporters have been linked to virulence. Inactivation of ABC 

transporters in Botrytis cinerea (Schoonbeek et ah, 2001), Fusarium culmorum (Skov et 

ah, 2004), Erwinia chrysanthemi (Nachin et ah, 2001), Mycosphaerella graminicola 

(Stergiopoulos et ah, 2003), Gibberellapulicaris (Fleissner et ah, 2002) and 

Magnaporthe grisea (Urban et ah, 1999) have all been shown to have a direct effect on 

pathogenicity 

61 



Stress-related proteins are up-regulated in the presence of suberin 

Acetaldehyde dehydrogenases are general detoxifying enzymes that catalyze the 

oxidation of aldehydes to carboxylic acids (Liu and Schnable, 2002; Nakazono et al, 

2000; Sunkar et al, 2003). Over expression of aldehyde dehydrogenase genes in 

eukaryotic cells resulted in an increased resistance to oxidative stress (Sunkar et al, 

2003; Yoon et al, 2004). Aldehyde dehydrogenases are also involved in resistance to 

osmotic stress (Boch et al, 1997) and in the response to iron deprivation in Bacillus 

subtilis and Pseudomonasputida, respectively (Heim et al, 2003). Suberin medium 

appears to represent a stressful environment, given the induction of stress-related proteins 

such as GroES, an oligomeric molecular chaperone (Fink 1999); TerD, a homolog of a 

tellurite resistance protein (Hill et al, 1993) in Serratia marcescens; LexA, a protein of 

the DNA repair SOS-like regulatory system (Little and Mount, 1982) as well as an 

acetaldehyde dehydrogenase (Table 2, proteins 21,47,13 and 29 respectively). This 

confirms the work of Douliez (2004) who previously demonstrated that suberin 

monomers were stressing agents and act as membrane perturbants. Similar conclusions 

can be drawn from the proteomic study that identified homologs of both GroES and TerD 

that were induced in S. coelicolor in the presence of plants (Langlois et al, 2003). 

Furthermore, a putative tellurite resistance protein was also up-regulated in the 

actinomycete Frankia during the interaction between the symbiont and its host plant 

(Hammad et al, 2001). It appears that actinomycetes which interact with plants had to 

adapt to physiological stresses caused by the plants despite their adaptation to acquire 

carbon and energy through degradation of plant material. 
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Suberin influences secondary metabolism 

In streptomycetes, the onset of secondary metabolism and the transition phase from 

vegetative growth to the stationary phase depends on various molecular signals, including 

guanoside nucleotides (Chakraburtty and Bibb, 1997), branched-chain amino acids 

(Sprusansky et ah, 2005) and extracellular oligopeptides recognized by BldK proteins 

(Nodwell et ah, 1996). This proteomic study revealed that the enzymes which are 

involved in the biosynthesis or the transport of these signal molecules were differentially 

produced in response to suberin. The polymer thus appeared to interfere with the onset or 

the progression of the secondary metabolism. 

A positive correlation between secondary metabolism and the stringent response to 

nutritional and environmental stresses has already been established (Inaoka et ah, 2003). 

The stringent response depends on an increase in the concentration of the 

hyperphosphorylated guanosine nucleotide, ppGpp (Inaoka et ah, 2003). In 

streptomycetes, inosine-mono-phosphate dehydrogenase (IMP dehydrogenase), the first 

enzyme in the GMP synthesis pathway, is negatively regulated by ppGpp (Ochi et ah, 

1982). The up-regulation of IMP dehydrogenase (Table 2, protein 17) synthesis caused 

by suberin suggests that the stringent response was stronger in the minimal medium. 

Similarly, in Rhizobium tropici IMP dehydrogenase was shown to be essential for 

effective nodulation (Riccillo et ah, 2000). These results suggest that this enzyme being 

differentially produced by S. scabies in mimimal and suberin media, could be an 

important factor for the interaction between the pathogenic bacteria and its host. Since 

ppGpp is an effector that modulates both IMP dehydrogenase and RNA polymerase 

activities (Toulokhonov et ah, 2001), the changing expression of the RNA polymerase 

suggests that amounts of ppGpp differed within cells grown in minimal or suberin media. 

The streptomycetes have evolved in order to tie the degree of expression of stationary 

phase genes to the availability of branched-chain amino acids. Degradation of these 
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amino acids in Gram-positive bacteria supplies precursors for membrane synthesis during 

sporulation and polyketide antibiotic production (Molle et al, 2003; Sprusansky et al, 

2005). The expression of the transporter for branched-chain amino acids was up-

regulated in the presence of suberin which suggests a shift in the onset of the stationary 

phase or in the biosynthesis of secondary metabolites. 

Among the other substances specifically produced in the presence of suberin, we found 

two BldK proteins. In streptomycetes, bid genes are involved in morphological 

differentiation (Nodwell et al, 1999) as well as in secondary metabolite production 

(Champness, 1988; Elliot et al, 2003; Merrick, 1976). The genetic locus bldK was 

characterized as a gene cluster coding for an oligopeptide permease complex that acts as 

the first receptor of an extracellular oligopeptidyl signal (Nodwell et al., 1996). Nodwell 

and Losick (1998) have purified an oligopeptide that recognizes the BldK complex which 

regulates S. coelicolor differentiation. In S. scabies, little is known about the regulation 

of both the differentiation process and the biosynthesis of secondary metabolites. A 

possible link between bldK genes and thaxtomin production would merit further 

exploration. 

It would have been expected that enzymes involved in thaxtomin biosynthesis would be 

overexpressed in the presence of suberin. However, no proteins involved in thaxtomin 

biosynthesis were identified in this study. This may have been due to their lack of 

abundance or it may simply have been due to the difficulty in resolving such high 

molecular weight proteins in 2D electrophoresis. (Warren, 2003) 

This study suggests that suberin is not only a physical barrier to S. scabies penetration in 

plant tissues (Lulai and Corsini 1998) but that the polymer seems to profoundly affect the 

physiology of the pathogen. Suberin does not only act as a carbon source for the bacteria 

(Beausejour et al., 1999), but also appears to generate physiological stress and to 

modulate the activity of elements linked to the bacterial secondary metabolism. 
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Experimental procedures 

Bacterial culture conditions 

Inoculum of S. scabies strain EF-35 (Faucher et al, 1992) was prepared by growing the 

strain, with shaking (300 rpm), in Tryptic Soy Broth (TSB, Difco Laboratories, Detroit, 

MI) for 48h at 30°C. The culture was then centrifuged and resuspended in 5 volumes of 

fresh TSB. This suspension was used to inoculate minimal media (Beausejour et al, 

1999) supplemented (or not) with 0.2% potato suberin at a ratio of 1/60 (v/v). Suberin 

was extracted from potato tuber skin as previously described by Kolattukudy and 

Agrawal (1974). Bacteria were then incubated in this medium with shaking for 40 hours 

at 30°C. Before proceeding to the protein extraction, these 40h-old bacterial cultures were 

centrifuged at 4000 rpm for 5 min and the pellets were washed twice with Tris 10 mM, 

pH 8.3. 

Protein extraction 

Soluble proteins from S. scabies cells grown with or without suberin were extracted using 

the phenol extraction method proposed by Hurkman et al, (1986). Bacterial cells from a 

30 ml culture were finely powdered in liquid nitrogen using a pestle and mortar. They 

were then resuspended in 8 ml of extraction buffer [0.7M Sucrose, 0.5M Tris, pH 7.5, 

0.5M EDTA, Complete (Roche Applied Sciences, Indianapolis, IN, U.S.A.) 1 tablet/20 

ml, 2% mercaptoethanol]. Cells were disrupted in a Fastprep 120 cell disrupter (Thermo 

Electron Corporation, Milford, MA) for 45 sec in the presence of 0.1mm glass beads at 

speed 6.5. An equal volume of equilibrated phenol (Anachemia Canada Inc, Lachine, 

Canada) was added and the disruption procedure was repeated twice. The homogenate 

was centrifuged at 2500 g for 5 min and the proteins were extracted from the phenol 

phase with an equal volume of extraction buffer. Proteins were then precipitated with 

five volumes of cold 0.1M ammonium acetate in methanol for a minimum of 30 minutes 
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at -20° C and recovered from the suspension by centrifugation at 2500 g for 30 min. The 

protein pellet was finally resuspended in IEF buffer [ 9M urea, 2% CHAPS, 1% 

Pharmalyte 3-10 (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden), 15mM DTT] and the 

insoluble material was removed by centrifugation at 14000 g for 15 min. Protein 

concentration was measured using the BioRad protein assay (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA) modified as follows. Twenty ul of a protein sample were mixed with 80 ul 

of 0.12 N HC1. Bio-Rad dye reagent was diluted lA in water and filtered. 3.5 ml of Bio

Rad solution was added to each assay tube. The absorbance of the solution was measured 

at 595 nm after five min of incubation at room temperature. A standard curve, 

established with known concentrations of bovine serum albumin, was used to determine 

protein concentration of the experimental samples. 

Two-dimensional gel electrophoresis 

For preliminary tests, 11 cm immobilized pH 4-7 gradient (IPG) strips (Amersham 

Biosciences, Uppsala, Sweden) were used. For analytical purposes, 24cm IPG strips 

covering pH ranges 4.5 to 5.5 and 5.5 to 6.7 were used. Strips were first rehydrated with 

between 300 ug to 1.8 mg of protein at 100V for 12h. Isoelectric focusing (IEF) was 

carried out using the IPGphor IEF System (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) 

for a total of 170 KVh. Strips were then equilibrated for 15 min by incubating them with 

shaking in a solution comprising 0.05M Tris pH8.8, 2% SDS, 6M urea, 30% glycerol 

containing 1 % DTT and then, for an additional 15 min in the same buffer in which DTT 

was replaced with 4% iodoacetamide. Strips were transferred onto ExcelGel SDS 

Homogeneous 15 (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) and SDS-PAGE was 

carried out according to manufacturer's instructions. Broad range protein markers (NEB, 

Ipswich, MA, USA) were prepared according to the manufacturer's instructions on 

Whatman paper (Whatman Ltd., Maidstone, UK), and run alongside IEF strips. Proteins 

were stained with Coomassie brilliant blue R250 or were silver stained using a protocol 
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compatible with mass spectrum analysis (Mortz el al.„ 2001). Image analysis was 

carried out using Phoretix 2D Software (Nonlinear dynamics, Newcastle upon Tyne, 

UK). Proteomes of cells grown with or without suberin were compared. Three 

experiments were used to identify protein spots that were only associated with the 

presence of suberin 

N-terminal sequencing 

Proteins were transferred to PVDF membranes by capillarity (TRIS 25mM, glycine 

192mM, methanol 20%) and were visualized with Ponceau Red. The protein spots were 

excised from the membrane and used directly for automated Edman degradation on an 

Applied Biosystems model 473A pulsed-liquid protein sequencer (Foster City, CA). 

Mass Spectrometry 

In-gel protein digest was performed on a MassPrep liquid handling station (Micromass 

Ltd) according to the manufacturer's specifications and using sequencing grade modified 

trypsin (Promega). Extracted peptides were lyophilized using a speed vac and 

resuspended in 0.1% trifluoroacetic acid solution. Peptides obtained were analysed by 

Ion Trap MS/MS. 

Peptide MS/MS spectra were obtained by microcapillary reverse-phase chromatography 

coupled to an LCQ DecaXP or LTQ (ThermoFinnigan) quadrupole ion trap mass 

spectrometer with a nanospray interface. A 10 ul aliquot of the peptide sample was 

loaded onto a 75-um (internal diameter) CI8 picofrit column (New Objective). Peptides 

were eluted with a water-acetonitrile 0.1 % formic acid gradient at a flow rate of about 

200 nl/min. 
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Sequence analysis 

Amino acid sequences, obtained from automated Edman degradation, were used to search 

the completed genomes in the NCBI database using BLAST. Peptide spectra resulting 

from MS/MS analysis were interpreted using the SEQUEST algorithm (Eng et al.„ 1994) 

or the MASCOT algorithm (Perkins et al.„ 1999). 

Each peptide sequence was compared by Blast analysis against the Sanger Institute S. 

scabies genome sequence (protein versus translated DNA). The complete corresponding 

protein-coding gene was predicted using the GeneMarkHMM for Prokaryotes (Version 

2.4) program. Entire deduced amino-acid sequences were compared by Blast analysis 

against NCBI protein database for protein identification. 
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CHAPITRE 3 

3.0 Effet de la suberine de pomme de terre sur les genes exprimes par S. scabies. 

Dans cette etude, nous avons amorce 1'analyse de la reponse physiologique de S. scabies 

a la presence d'un compose complexe de la plante, la suberine. Cette recherche 

transcriptomique a permis d'identifier certains des genes de S. scabies exprimes lorsque 

la bacterie est exposee au polymere lipidique. 

Ces travaux sont decrits a la section 3.1. Cette section est constitute de l'article A. 

Lauzier et C. Beaulieu. Effet de la suberine de pomme de terre sur les genes exprimes 

par S. scabies (a soumettre pour publication). J'ai effectue la totalite des experimentations 

decrites dans cet article et j 'ai redige cet article. Les travaux ont ete faits sous la 

supervision de C. Beaulieu. 
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3.1 Effet de la suberine de pomme de terre sur les genes exprimes par S. scabies 

Annie Lauzier et Carole Beaulieu1 

Centre d'etude et de valorisation de la diversite microbienne, Departement de biologie, 

Universite de Sherbrooke, Sherbrooke, QC J1K 2R1, Canada. 

1 auteur de correspondance 
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Resume 

Une banque d'ADN complementaires des genes exprimes par le S. scabies en presence de 

suberine a ete construite et 51 genes ont ete identifies par sequencage. Dix-sept de ces 

genes codaient pour des proteines dont la fonction est inconnue et les proteines codees 

par les autres genes ont ete classees en quatre categories fonctionnelles : les enzymes du 

metabolisme energetique, les enzymes liees a la perception de l'environnement, les 

proteines liant l'ADN et proteines de regulation, les proteines secretees et enzymes 

hydrolytiques. L'induction de l'expression de dix de ces genes par la suberine a ete 

confirmee par PCR en temps reel. Ces genes codaient pour des enzymes de modification 

ou de degradation des composes chimiques cellulaires tels des methyltransferases, une 

glucanotransferase, une acylase, une carboxypeptidase et une glycosyl hydrolase. De 

plus, la suberine induisait aussi la transcription du gene codant pour la glycerol-3-P 

dehydrogenase suggerant que le glycerol qui est un element de base de la suberine etait 

utilise comme source d'energie par le S. scabies. II est possible que la presence de la 

suberine soit percue par la bacterie comme un element stressant puisque des genes codant 

pour une proteine d'efflux similaire a une proteine de resistance au chloramphenicol et 

une ADN ligase sont surexprimes en presence du polymere. 
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Introduction 

La zone du sol entourant les racines des plantes est nommee la rhizosphere. C'est un 

environnement riche et complexe dans lequel interagissent les plantes, les 

microorganismes et le sol (Lines-Kelly, 2005). Les plantes contribuent a la richesse 

nutritive de la rhizosphere par la voie des exsudats racinaires. lis sont composes en 

majeure partie d'acides amines, d'acides organiques, d'hydrocarbures, de vitamines, de 

mucilage et de proteines (Bais et al, 2006). Une grande variete d'organismes 

competitionnent pour les nutriments presents dans la rhizosphere. 

Les streptomycetes sont un groupe important de bacteries retrouvees dans la rhizosphere 

(Barakate et al., 2002; Triger et al, 1990). lis sont des bacteries filamenteuses qui ont un 

cycle de vie complexe incluant le developpement d'un mycelium basal et aerien et la 

dissemination sous forme de spores (Tan et al, 1998). Les streptomycetes sont reconnus 

pour leur production de metabolites secondaires actifs tels les antibiotiques et les 

enzymes extracellulaires (Hodgson, 2000; Hopwood, 2006). 

Seulement certaines especes de streptomycetes sont phytopathogenes. Le Streptomyces 

scabies est le plus etudie et le plus important streptomycete phytopathogene. II cause la 

gale commune de la pomme de terre, une maladie qui occasionne des pertes economiques 

importantes pour les producteurs de pomme de terre a travers le monde. Le S. scabies 

n'est pas hote specifique, il peut infecter plusieurs vegetaux a organes de reserve tels la 

carotte, le radis et la betterave (Goyer and Beaulieu, 1997). II inhibe egalement la 

croissance de plantules de monocotyledones et de dicotyledones (Leiner et al., 1996). 

Cette bacterie produit des molecules chimiques pour coloniser et infecter les tissus 

vegetaux. La plus etudiee de ces armes chimiques est une toxine appelee la thaxtomine A 

(King et al., 1989). Les thaxtomines sont de composes nitroaromatiques 

(dioxypiperazines 4nitroindol-3-yl) produits par S. scabies au site d'infection (Lawrence 

etal, 1990). 
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Plusieurs microorganismes de la rhizosphere produisent des enzymes extracellulaires 

permettant de degrader les constituants des cellules vegetales pour en retirer des 

nutriments (Agrios 2004). Une faible portion des organismes rhizospheriques sont 

capables de degradrer des polymeres complexes comme la lignine (Haddadin et al, 2002; 

Kirby, 2006), la cutine (Longhi and Cambillau, 1999) et la suberine (Alisch et al, 2004; 

Kolattukudy, 2001). Les enzymes de degradation de la paroi cellulaire sont souvent 

importantes dans le pouvoir pathogene des organismes phytopathogenes. Leur 

correlation avec l'aggressivite in planta de plusieurs agents phytopathogenes importants 

dont VErwinia carotovora subsp carotovora et VEiyvinia chrysanthemi (Collmer and 

Bauer, 1994; Nasser et al, 2001 ; Beaulieu et al, 1993; Eriksson et al, 1998; Ried and 

Collmer, 1988), le Ralstonia solanacearum (Liu et al, 2005) et le Phaerosphaeria 

nodorum (Lalaoui et al, 2000). 

La production d'enzymes hydrolytiques tels les pectinases, les amylases et les proteases 

(Paradis et al, 1994) a ete associee aux streptomycetes phytopathogenes. McQueen et 

Schottel (1987) ont isole de S. scabies une esterase pouvant degrader la suberine. La 

biosynthese de cette enzyme chez S. scabies est induite par la suberine. La suberine est 

un polymere complexe faisant partie integrante du periderme et des tissus souterrains des 

plantes (Kolattukudy et al, 1981). Elle est aussi produite par les tubercules lors de 

blessures pour proteger de la deshydratation et de l'infection par divers agents pathogenes 

(Lulai and Corsini, 1998). Elle est constituee d'un domaine polyaromatique et d'un 

domaine polyaliphatique relies par des liens esters. Le glycerol est aussi present en 

quantite importante dans la suberine extraite des tubercules de pomme de terre (Moire et 

al, 1999). Le role de l'esterase de S. scabies dans le pouvoir pathogene demeure 

inconnue mais il a ete propose qu'elle pouvait etre impliquee dans la degradation de la 

suberine au site d'infection (McQueen and Schottel, 1987). De plus, il a ete demontre 

que le S. scabies produisait la thaxtomine A lorsque la suberine etait ajoutee au milieu de 
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culture in vitro (Beausejour et al, 1999). Ceci suggere que les produits de degradation de 

la suberine induisent la production de la phytotoxine. 

Tres peu d'etudes se sont jusqu'a maintenant penchees sur la degradation de la suberine 

que ce soit par des organismes rhizospheriques pathogenes ou non pathogenes. De meme, 

l'effet de la suberine sur le metabolisme microbien est a peu pres inconnu. Le but de la 

presente etude est d'obtenir une meilleure comprehension de la reaction physiologique du 

S. scabies face au polymere complexe qu'est la suberine. Nous avons, dans un premier 

temps, clone et sequence certains des genes exprimes par le S. scabies en presence de 

suberine et, par la suite, nous avons choisi certains de ces genes pour etudier leurs profils 

d'expression a l'aide de la technique de PCR en temps reel. 

Materiel et methodes 

Purification de suberine de pomme de terre 

Des tubercules de pommes de terre Russet ont ete bouillis afin de recuperer les pelures 

de pomme de terre. La suberine a ete extraite des pelure selon le protocole de 

Kolattukudy et Agrawal (1974). La suberine purifiee a ete sechee, broyee et autoclavee 

avant d'etre ajoutee au milieu de culture. 

Conditions de culture 

La souche EF-35 de Streptomyces scabies utilisee dans cette experience a ete isolee d'une 

lesion de gale commune sur une pomme de terre (Faucher et al, 1992). La bacterie a ete 

inoculee dans un milieu Tryptic Soy Broth (TSB, Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) 

et incubee 48 heures a 30° C avec agitation (300 rpm). Cette preculture a ete centrifugee 

et le culot bacterien resuspendu dans 5 volumes de saline (0,85% de NaCl). Cette 
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solution a ete utilisee pour inoculer des erlenmeyers contenant 30 ml de milieu minimal 

(Beausejour et al, 1999) a un ratio de 1/60 v/v. Ces cultures ont ete incubees dans les 

memes conditions pour 24 heures. A ce moment, la suberine (0.06g) etait ou non ajoutee 

et l'incubation etait prolongee durant 12 heures. 

Extraction de l'ADN genomique 

Le culot bacterien d'une culture en milieu TSB (30 ml) de la souche S. scabies EF-35 

agee de 48h a ete resuspendu dans 3ml d'une solution de lysozyme (Sigma-Aldrich, 

Oakville, On, Canada) a une concentration de 2mg/ml. La suspension a ete incubee 

pendant 10 min. a 37° C puis 4ml de la solution Kirby 2x (Kieser et al, 2000) ont ete 

ajoutes. Le tout a ete melange a vitesse maximale a l'aide d'un vortex avant d'ajouter 8 

ml de phenol/chloroforme (1/1) et de meler le melange au vortex durant 20 sec. Une 

centrifugation de 10 min a 2500g a ensuite permis de separer la phase aqueuse et le 

chloroforme. La phase aqueuse a ete recuperee et melangee de nouveau a 3ml de 

phenol/chloroforme. Les extractions au phenol/chloroforme ont ete repetees jusqu'a 

l'obtention d'une phase aqueuse exempte d'impuretes. A la phase acqueuse, 1/10 de 

volume d'acetate de sodium a 3M a ete ajoutee ainsi que 1 volume d'ethanol afin de 

permettre a l'ADN de precipiter durant une incubation de 20 min. a -20° C. L'ADN a ete 

recupere suite a une centrifugation de 15 min a 14000 g. Le culot a ete lave avec 7 ml 

d'ethanol a 70%, puis seche et resuspendu dans 5ml de tampon TE (lOmM Tris, pH 7,5, 

ImM EDTA). Les solutions d'ADN ont ete incubees 30 minutes a 37° C en presence de 

4mg/ml de RNAse A (Quiagen, Mississauga, On., Canada) 

Extraction des ARN totaux 

Les ARN totaux des cultures de S. scabies ayant era en presence de suberine sur une 

periode de 12 heures ont ete extraits comme suit. Les cellules bacteriennes ont ete 

recuperees par centrifugation (2500g, 10 min) et resuspendues dans 1ml d'une solution 
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Kirby 2x (Kieser et al, 2000). Les cellules ont ete lysees par trois sonications 

successives (60ohms) de 30 secondes en gardant les tubes de cellules sur de la glace. Des 

billes de verre (425-600u) ont ete ajoutees au lysat et le tout a ete mele au vortex pendant 

2 minutes. Deux ml de phenol/chloroforme (1/1) ont ete ajoutes et le melange mele au 

vortex pendant 1 minute. Le liquide a ete separe des billes par aspiration et centrifuge 

pendant 4 minutes a 2500 g. Le surnageant a ete recupere et utilise pour en extraire les 

ARN totaux a l'aide du kit RNEasy (Quiagen, Hilden Germany). Le surnageant a ete 

melange a l'aide d'un vortex a 500ul de la solution RLT puis 700 ul d'ethanol ont ete 

ajoutes. La suite de l'extraction a ete faite conformement au protocole fourni par le 

fabricant. L'ARN a ete elue de la colonne dans 50ul d'eau DEPC (Sambrook and 

Russell, 2001). Les ARN ont ete precipites pendant 30 min. a -70°C dans 3 volumes 

d'ethanol avec 1/10 vol d'acetate de sodium a 3M et 5|ig de glycogene. Les acides 

nucleiques precipites ont ete laves avec de l'efhanol 70%, puis resuspendus dans du 

tampon TE. Les ARN ont ete doses en determinant l'absorbance de la solution aux UV 

(Sambrook and Russell, 2001) et leur integrite a ete verifiee par electrophorese dans du 

tampon TAE sur sur gel d'agarose 1,5% (Sambrook and Russell, 2001) ou sur un gel 

d'agarose/formaldehyde realise selon les instructions du manufacturier. 

Enrichissement des ARNm 

Un enrichissement des ARNm contenus dans le pool des ARN totaux extraits de cultures 

de S. scabies ayant cru en presence de suberine sur une periode de 12 heures s'est faite en 

utilisant le kit MICROBExpress (Ambion, Texas, USA) selon les recommandations du 

manufacturier. Les etapes principales de ce systeme sont les suivantes : 1) melange de 

l'ARN total et d'oligomeres de capture d'ARN ribosomal (ARNr) 16S et 23S, 2) 

hybridation des oligomeres de capture et des ARNr de Pextrait d'ARN totaux, 3) ajout 

de billes magnetiques fusionnees a un oligomere qui s'hybride aux oligomeres de capture 

et 4) retrait des ARNr (billes/oligos). De facon a eliminer le maximum d'ARNr de l'ARN 

total, 1'ensemble des etapes du protocole ont ete effectue quatre fois en utilisant au 
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depart 20[ig d'ARN total. Ce protocole permet d'obtenir un rendement final de l|ug 

d'ARN enrichi en ARNm. 

Synthese des ADN complementaires (ADNc) 

Les ARN enrichis en ARNm ont ensuite ete transformes en ADNc. La synthese du 

premier brin d'ADN a ete faite avec le kit First-Strand cDNA Synthesis (Amersham 

Biosciences, Buckinghamshire, UK). Les hexameres fournis dans le kit ont ete utilises a 

une dilution de 1/5 et la reaction conduite dans un volume total de 15ul. La synthese du 

deuxieme brin a ete faite tel que decrit par Sambrook et al (2001). Les ADNc obtenus 

ont ete purifies en procedant a une extraction au phenol/chloroforme et a une 

precipitation a l'ethanol tel que decrit precedemment. 

Clonage des ADNc 

Les ADNc ont ete clones dans le vecteur pMOSBlue a l'aide du kit pMOSBlue Blunt-

Ended Cloning (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) selon les 

recommandations du manufacturier. Environ 900ng d'ADNc ont ete utilises par reaction 

et la ligation s'est faite a 22°C durant 16 heures. Le vecteur a ete transforme dans les 

cellules ultracompetentes XLlOGold d' Escherichia coli (Stratagene, La Jolla, CA, 

USA) selon le protocole fourni par le fabricant. Les transformants ont ete incubes 

pendant 24h a 37°C sur petris LB contenant de l'ampicilline (50ug/ml), du X-gal 

(80ug/ml) et de 1'IPTG (20nM). Les clones positifs dont les colonies sont blanches ont 

ete repiques dans 400ul de LB avec ampicilline (50ug/ml) et incubes a 37°C avec 

agitation pendant 16 heures. Un aliquot representant chaque culture de clones a ete 

conserve a -20°C dans du glycerol (50/50 v/v). La presence d'insert dans les colonies 

positives a ete confirmee par reaction de polymerisation en chaine (PCR) en utilisant les 
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amorces Pmos, complementaires aux extremites du site de clonage multiple du vecteur 

(Tableaul). Les conditions de PCR sont decrites ci-dessous. 

PCR 

Pour la verification de la presence d'un insert dans les clones positifs, un aliquot de 200ul 

d'une culture de chacun des clones a ete centrifuge. 500ul d'eau autoclavee ont ete 

ajoutes au culot et le tout a ete bouilli 5 minutes. Les debris cellulaires ont ete separes 

par centrifugation et 2ul de surnageant ont ete utilises par reaction PCR. Les PCR ont ete 

effectuees en plaques multi-puits en utilisant lul de chacune des amorces (5uM) ; 0,5 ul 

DMSO; 1 ul tampon Thermopol lOx (NEB, Ipswich, MA); 0,lul dNTP a lOmM; 0,2ul 

taq polymerase (NEB, Ipswich, MA) et 5,2 ul d'eau sterile. La PCR a ete effectuee dans 

les conditions suivantes : prechauffage a 95°C pendant 5 min; 35 cycles [denaturation a 

95°C pendant 30 sec; hybridation : ler cycle a 58°C, 2e a cycle 56°C, 3e cycle a 54°C, 4e 

cycle et les suivants a 52°C pendant lmin et amplification a 72°C pendant2 min] et post-

amplification a 72°C pendant 7 min. La specificite des amorces pour la QPCR a ete 

testee dans les memes conditions en utilisant 50 ng d'ADN genomique de S. scabies. 

Comme temperature d'hybridation, un gradient de temperature (Tm -5°C jusqu'au Tm 

+5°C) a ete utilise pour chacune des paires d'amorces. La presence et la taille des 

amplicons ont ete verifiees par electrophorese sur un gel d'agarose a 1,5% (Sambrook 

and Russell 2001). 

Identification des ADNc clones 

Les plasmides des clones portant un insert ont ete isoles a l'aide du kit Wizard SV 

(Promega, Fitchburg, WI, USA). Le sequencage des inserts a ete fait par le centre 

d'Innovation Genome Quebec (Montreal, Quebec, Canada). Le sequencage a ete fait en 

utilisant 0,5 ul de BigDye Terminator (version 3,1) sequencing kit (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA), 2ul d'ADN, 1,75 ul de tampon de sequencage (0,4 M Tris, pH 
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9,0, lOmM MgC12) et 10 pM d'amorce T7 dans un volume total de lOul selon les 

conditions suggerees par le manufacturier. Les resultats ont ete analyses sur l'analyseur 

de sequences ABI 3730XL (Applied BioSystems). Les sequences obtenues ont ete 

soumises a une recherche de similitudes (BLAST) dans la banque de donnees publiques 

NCBI. La probability de presence d'un peptide signal dans les sequences a ete calculee a 

Paide du logiciel SignalP 3.0 (Bendtsen et al, 2004). 

PCR en temps reel (QPCR) 

Les niveaux d'expression de certains des genes exprimes en presence de suberine ont ete 

verifies par PCR en temps reel. Pour les experiences de QPCR, l'ARN de S. scabies a ete 

extrait de cultures sans suberine et de cultures exposees a la suberine durant 12H, tel que 

decrit precedemment sauf que 0,2ng d'ARN du gene de la luciferase (Promega, WI, 

USA) a ete ajoute a la solution Kirby 2X. L'ADN contaminant a ete digere par 

traitement a la DNAse I (Promega, WI, USA). La transcription inverse a partir des ces 

ARN a ete faite a l'aide du kit First-strand cDNA synthesis tel que decrit precedemment 

et a ete suivie d'un traitement a la RNAse H (USB corporation, Cleveland, Ohio, USA) 

de 20min, a 37°C. 

L'expression relative de ces genes a ete determinee a l'aide du chromophore SYBR 

Green I (Invitrogenj Carlsbad, CA, USA) qui reconnait de facon non specifique les 

doubles brins d'ADN (Stratagene 2004). Comme standard de normalisation, nous avons 

teste l'ARNr 16S et l'ARN du gene de la luciferase. Les amorces pour les genes d'interet 

ont ete concues a l'aide du logiciel PrimerQuest (IDT SciTools) (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Sequence des amorces utilisees pour la PCR et la QPCR. 

clone 

200 

422 

447 

648 

683 

711 

736 

739 

742 

1085 

gene 

Ligase ADN 

Trans-aconitate methyl transferase 

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 

Carboxypeptidase 

Methyltransferase SAM-dependante 

4-alpha-glucanotransferase 

Penicilline V acylase 

Proteine de resistance au chloramphenicol 

Glycosyl hydrolase 
Proteine d'assemblage de la sous unite XV 
du cytochrome c oxydase 

Luciferase 

Pmos 

amorce 1 

CCTCGTCATCCTCCAGCTCTGAT 

ACGCCTGGGAGACGACGTA 

ATCGACAAGTACCGCATCACCTTC 

CCCACTTCCGGAGACCC 

TCTCGTCCTGTTCGACGTAGGGA 

ACGTCCGTCCTGTGGTTCGAG 

AAGCGGGACGTCACCCACTTCT 

AGAGCATGAACTCACTGGTGCCGA 

TGCCGATGTAGAGGTTCTTGTCGG 

TGACTCCAGTGAGGTCCATCGCAT 

TACAACACCCCAACATCTTCGA 

TGA CCA TGA TTA CAC CAA GCT C 

amorce 2 

TGGTCGCCGACTTCCTCGACTGA 

GAAGATGCGGCGGAACGGCAA 

TTCTTCATCGTGCGGCCGATGT 

ATCTCCTGCCCGTGCCCT 

ATCCGATCCGATGGGCGTT 

TGGCGGTGGCGAGACAGTT 

TGCTGACGTACTCGCAGTCCT 

TGTATATGTCTTCTCCCGCCGC 

AGCCAGGTGACGGTCATCGACAT 

TGAAGTACTGGACGTAGCCGACGA 

GGAAGTTCACCGGCGTCAT 
A M CGA CGG CCA GTG AAT TCG 
AG 

La quantification des ARN a ete faite par amplification des ADNc obtenus de la 

transcription inverse dans le thermocycleur en temps reel Mx3000P (Stratagene, La Jolla, 

CA, USA). L'ADNc a ete dime dans une proportion de 1/30 avec de l'eau DEPC et 5ul 

de la solution ont ete utilises pour une reaction de QPCR de 25 ul contenant 30nM 

du marqueur fluorochrome ROX, 5 ul des amorces a luM, 2ul eau DEPC et 12,5 ul de la 

solution MasterMix [12mM de Tris a pH 8,3, 50mM de KC1, 8mM de MgCl2, 150 mM 

de trehalose, 0,2% de Tween 20, 0,2mg/ml de BSA, SYBR green a une concentration 

totale de 1,39X (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 250 uM de dNTP, 0,lul de JumpStart 

Taq (Sigma-Aldrich, Oakville, On, Canada)]. La QPCR a ete effectue en plaque multi-

puits. Les cycles de reaction ont ete suivis : 10 min. a 95°C suivi de 40 cycles 

comprenant les etapes suivantes : 30 sec. a 95°C, 1 min. a 56°C avec lecture en fin 

d'etape, 30 sec. a 72°C. Apres chaque reaction de QPCR, une courbe de dissociation a 

ete realisee de fa9on a verifier qu'un seul produit d'amplification etait calcule dans nos 

resultats. De plus, les produits de QPCR ont ete separes sur gel d'agarose a 1,5% pour 

confirmer la specificite et la taille des fragments d'amplification obtenus (Sambrook and 

Russell, 2001). Pour calculer le cycle du seuil (ct), le seuil de detection a ete calcule avec 

la methode "amplification based threshold" et le niveau de fluorescence du bruit de fond 
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calcule en fonction des cycles 4 a 16 (non-adaptative baseline) pour chaque amplification 

a l'aide du logiciel MxPro v3,l (Stratagene, La Jolla, CA, USA). 

Afm de s'assurer que les resultats obtenus avec differentes paires d'amorces etaient 

comparables, il etait important de verifier les efficacites d'amplification pour chacune des 

reactions. Pour ce faire, la courbe etalon de QPCR sur une dilution en serie d'ADNc a 

ete realisee pour chacune des paires d'amorces. La pente de cette courbe permet de 

calculer l'efficacite d'amplification (E) selon la formule E=10("1/pente) (Stratagene 2004). 

Afm de tenir compte des variations d'efficacite dans le calcul de l'expression relative des 

genes, l'equation de Pfaffl (2001) a ete appliquee. 

!>„.• __ rj Act gene cible (controle-traitement) 
KatlO — C gene cible 

E Act gene ref (controle-traitement) 
gene ref 

ou E correspond a l'efficacite d'amplification calculee plus haut et Act 

correspond a la difference des cycles seuil pour chacune des conditions. 

La QPCR a ete effectuee sur quatre extractions d'ARN provenant de 4 cultures 

independantes. Les resultats obtenus proviennent d'au moins deux RT differents pour 

chacune des extractions de facon a prendre en compte les variations dues au niveau 

d'efficacite de la transcription inverse. Pour chaque reaction, un puit sans ADN a ete 

inclus (No Template Control - NTC) pour s'assurer de l'absence de signal non-
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specifique. Seulement les reactions dont les ct etaient d'au moins 5 log inferieurs aux ct 

des puits NTC ont ete considerees comme significatives. 

Resultats et discussion 

Construction de la banque de cDNA 

Au total, plus de 1200 clones ont ete verifies et 186 clones positifs ont ete sequences. En 

principe, les clones ne produisant pas de pigment bleu lors de la croissance sur milieu 

contenant du X- GAL et de 1'IPTG devraient contenir un insert. Cependant, lors de la 

premiere serie de sequencage, plusieurs vecteurs semblaient vides. Nous avons done 

precede a une deuxieme verification pour la presence d'un insert par PCR. Malgre ces 

deux etapes de selection, 43,7% des vecteurs sequences ne contenaient pas d'insert. 

L'absence d'insert pourrait etre expliquee par la presence de fragments trop petits pour 

etre differencies de la sequence du vecteur et par des rearrangements au niveau de l'ADN 

du vecteur qui auraient fausse les resultats. 

Nous avons cependant pu constater que l'enrichissement en ARNm a l'aide du kit 

MICROBExpress a ete efficace. Seulement 4% des clones sequences contenaient un 

insert codant pour de TARN ribosomal. La longueur des fragments de cDNA sequences 

variait de 43 a 363 nucleotides. 

Identification des clones 

Les sequences d'ADN obtenues ont ete utilisees pour faire une recherche d'homologie 

avec la sequence genomique non annotee de S. scabies (Sanger Institute). En utilisant le 

gene complet correspondant dans le genome de S. scabies, la fonction de 51 sequences 

d'ADN a pu etre deduite (Tableau 2). Les proteines codees par les genes identifies sont 
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retrouvees dans differents emplacements cellulaires. La plupart des proteines (34/51) 

semblent avoir une localisation cytoplasmique alors que 11 des genes identifies possedent 

une sequence associee a un peptide signal suggerant que les proteines qui sont codees par 

ces genes sont secretees. Par ailleurs, nous avons egalement identifie plusieurs proteines 

membranaires telles une permease, des proteines de transport de type ABC et quelques 

proteines membranaires dont la fonction est inconnue. 

Dix sept des sequences obtenues codent pour des proteines hypothetiques dont la fonction 

est pour le moment inconnue. Les autres proteines exprimees en presence de suberine ont 

ete classees en 4 categories fonctionnelles : le metabolisme energetique, la perception de 

l'environnement, les proteines liant l'ADN et les proteines de regulation, les proteines 

secretees et les enzymes hydrolytiques (Tableau 2). 

Tableau 2 : Identification des genes exprimes en presence de suberine 

clone 

Position 
sur 
genome 

Taille de la 
proteine codee 
par le gene 

Proteine homologue 

Fonction probable (bacterie) Similarity 

Probability 
de la 
presence 
d'un 
peptide 
signal 

Metabolisme energetique 

27 

66 

70 

422 

447 

454 

693 

9593616 

5083985 

9593616 

6000426 

8102317 

9740118 

4280603 

323 a.a. 

379 aa 

323 a.a. 

272 aa 

539 aa 

288 aa 

853 aa 

Oxydoreductase 

3-methyl-2-oxobutanoate dehydrogenase (Streptomyces 
avermitilis) 

Oxydoreductase 

Trans-aconitate methyltransferase (S. avermitilis) 

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase (S. avermitilis) 

Oxygenase utilisant le FMNH2 (S. avermitilis) 

NADH dehydrogenase, sous unite gamma (Streptomyces 
coelicolor A3(2)) 

297/322 
(92%) 

351/356 
(98%) 
297/322 
(92%) 

223/268 
(83%) 

522/538 
(97%) 

138/232 
(59%) 

777/843 
(92%) 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 
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793 

1023 

1085 

6000426 

4095122 

7754479 

272 aa 

403 a.a. 

341 aa 

Trans-aconitate methyltransferase (S. avermitilis) 

UDP-glucose/GDP-mannose dehydrogenase (S. avermitilis 
MA-4680) 

Cytochrome c oxydase, proteine d'assemblage de la sous 
unite XV (S. avermitilis MA-4680) 

223/268 
(83%) 

371/402 
(92%) 

296/330 
(89%) 

0 

0 

0 

Perception de Tenvironnement 

48 

140 

210 

464 

495 

573 

663 

739 

759 

4224537 

4483466 

8057134 

8795442 

4760832 

5670031 

4840438 

5634957 

4838597 

407 a.a. 

329 aa 

346 aa 

419 aa 

487 aa 

473 a.a. ou 144 
a.a. 

140 aa 

419 aa 

296 aa 

Sensor kinase, systeme a deux composants (5. coelicolor) 

Transporteur de type ABC, sous unite liant I'ATP (S. 
coelicolor A3(2)) 

Phosphotransferase (S. avermitilis) 

Transporteur de type ABC, sous unite periplasmique 
(Acidothermus) 

Histidine kinase, systeme a deux composants (S. coelicolor 
A3(2)) 

Permease (S. avermitilis) ou proteine membranaire 
(S. avermitilis) 

Proteine liant le molibdenum (S. avermitilis MA-4680) 

Proteine de resistance au chloramphenicol (S. coelicolor 
A3(2)) 

Transporteur de type ABC, sous unite membranaire 
(S. coelicolor A3(2)) 

330/380 
(86%) 

281/323 
(86%) 

318/340 
(93%) 

146/309 
(47%) 

373/397 
(93%) 

449/464 
(97%)ou 
61/69premier 

120/136 
(88%) 

343/392 
(87%) 
226/228 
(99%) a 
partir aa 68 

0 

0 

0 

0.995 

0,982 

0 

0 

0 

0 

Proteines liant I'ADN et proteines de regulation 

72 

138 

200 

417 

545 

634 

1984143 

8191629 

9238753 

5856853 

283769 

9683304 

239 aa 

447 aa 

689 aa 

297 aa 

288 aa 

348 aa 

Regulateur transcriptionnel de la famille TetR (S. avermitilis) 

Regulateur transcriptionel (S. avermitilis) 

ADN ligase (S. coelicolor) 

Integrase de phage (Nocardia farcinica) 

Proteine hyp. SAV7019 (S. avermitilis MA-4680) presentant 
44% de similarite avec la Ribonuclease BN (Frankia sp 
EANIpec) 

Proteine de regulation, operon Lacl (Frankia sp. EANIpec) 

226/239 
(94%) 

427/446 
(95%) 

590/671 
(87%) 

143/268 
(53%) 

213/280 
(76%) 

214/336 
(63%) 

0 

0 

0 

0 

0,998 

0 
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683 

705 

7649592 

6040928 

253 aa 

678 aa 

Proteines secretees et enzymes hj 

478 

648 

711 

718 

736 

742 

748 

1080 

1855336 

3826795 

6628180 

994798 

9480631 

8783534 

2967501 

7471794 

443 aa 

458 aa 

691 aa 

148 aa . 

805 aa 

1172 aa 

225 aa 

541 aa 

Methyltransferase SAM-dependante (S. avermitilis MA-4680) 

Methylase specifique a I'adenine, systeme de restriction-
modification de I'ADN de type II (S. avermitilis MA-4680) 

234/251 
(93%), 

588/681 
(86%) 

0 

0 

fdrolytiques 

Arabinofuranosidase (S. avermitilis) 

Carboxypeptidase (S. avermitilis) 

4-alpha-glucanotransferase (S. avermitilis MA-4680) 

Inhibiteur de subtilisine (S. avermitilis MA-4680) 

Precurseur de I'acylase de la penicilline V (Streptomyces 
lavendulae) similaire a I'acylase degradant la N-
acylhomoserine lactone (Streptomyces sp. M664) 

Glycosyl hydrolase (S. coelicolor A3(2)) 

Peptidase (S. avermitilis MA-4680) 

Cholesterol oxydase (S. avermitilis) 

328/417 
(78%) 
354/402 
(88%), 

594/689 
(86%) 

119/144 
(82%) 

633/774 
(81%) et 
618/767 
(80%) 

553/924 
(59%) 
124/143 
(86%) a 
partir du 80 
aa 

492/538 
(91%) 

0,731 

1 

0,928 

1 

1 

0 

0 

0,998 

Proteines de fonction inconnue 

57 

62 

402 

473 

574 

583 

604 

636 

653 

669 

3518798 

5502286 

7588552 

4307727 

4678459 

3453271 

2181035 

5466446 

4678459 

7533985 

302 a.a. 

1653 aa 

466 aa 

433 aa 

239 aa 

241 aa 

289 aa 

371 aa 

239 aa 

246 aa 

Proteine hyp. SAV3100 (S. avermitilis) 

Proteine hyp. (S coelicolor) ou proteine liant I'ADN 
(S. coelicolor) 

Proteine hyp. SAV6183 (S. avermitilis MA-4680) 

Proteine hyp. SAV3375 (S. avermitilis MA-4680) 

Proteine hyp. SAV4567 (S. avermitilis MA-4680) 

Proteine membranaire (S. avermitilis MA-4680) 

Proteine hyp. SAV2074 (S. avermitilis MA-4680) 

Proteine membranaire (S. coelicolor A3(2)) 

Proteine hyp. SAV4567 (S. avermitilis MA-4680) 

Proteine hyp. SAV6127 (S. avermitilis MA-4680) 

283/298 
(94%) 
238/623 
(38%) ou 
183/485 
(37%) 

391/465 
(84%) 

294/443 
(66%) 

182/254 
(71%) 

224/243 
(92%) 

219/267 
(82%) 

268/355 
(75%) 

182/254 
(71%) 

204/213 
(95%) 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0,302 

0 

0 
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713 

786 

915 

952 

966 

1008 

6032925 

2491006 

3881447 

4307727 

2181035 

8245339 

487 aa 

97 aa 

547 aa 

433 aa 

289 aa 

42 a.a. 

Proteins hyp. SAV74 (S. avermitilis MA-4680) 

Proteine hyp.SC06914 (S. coelicolor A3(2)) 

Proteine hyp. JNB 07574 (Janibacter sp. HTCC2649) 

Proteine hyp. SAV3375 (S. avermitilis MA-4680) 

Proteine hyp. SAV2074 (S. avermitilis MA-4680) 

Proteine phagique {Xylella fastidiosa Temecu/a1) 

239/401 
(59%) 

93/96 (96%) 

158/361 
(43%) 

294/443 
(66%) 

219/267 
(82%) 

24/32 (75%) 

0 

0 

0,976 

0 

0 

0 

Les genes identifies sont exprimes par la souche S. scabies EF-35, 12 h apres l'ajout de 

suberine dans le milieu de culture. Ceci ne signifie pas pour autant que leur expression 

ait ete induite par la presence de suberine. II est cependant interessant de constater que 

plusieurs des genes ont ete identifies dans d'autres etudes d'expression de genes ou de 

proteines chez des bacteries phytopathogenes. 

Dans une etude de Zhao et al (2005), les genes induits en condition d'infection chez 

VErwinia amylovora, un agent phytopathogene causant le feu bacterien chez differentes 

plantes rosacees, ont ete etudies. Plusieurs genes produits en presence de suberine dans 

notre experience ont ete identifies comme etant induits chez VErwinia amylovora. Ainsi, 

les genes codant pour des systemes de transport de type ABC et differentes permeases 

sont fortement representee dans P etude de Zhao et al. (2005). Plusieurs kinases sont 

aussi induites chez YE. amylovora en presence de son hote, indiquant une adaptation a 

differents stimuli dans Penvironnement. Deux integrases ont ete identifiees ainsi que 

deux regulateurs transcriptionnels de type TetR. Chez VE. amylovora, Pinfection de 

Phote semble egalement induire P agent pathogene a porter des changements a sa paroi 

cellulaire, comme demontre par Pinduction de plusieurs proteines de la paroi ou qui ont 

un effet sur celle-ci, incluant une carboxypeptidase. 
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Dans une etude de proteomique, nous avons analyse les proteines induites en presence de 

suberine chez le S. scabies (Lauzier et al, chapitre 2). Nous avons constate que la 

suberine induisait plusieurs proteines de la glycolyse ainsi que des proteines de transport 

de type ABC, deux types de proteines que nous retrouvons egalement dans la presente 

etude. 

Puisque cette etude proteomique ne portait que sur le proteome intracellulaire, nous 

n'avions pu identifier de proteines extracellulaires. Par contre, 11 proteines secretees ont 

ete identifiees dans la presente etude. En plus de trois proteines dont la fonction est 

inconnue, nous avons identifie deux proteines periplasmiques, une composante d'un 

systeme de transport de type ABC et une histidine kinase d'un systeme a deux 

composants, ainsi que six proteines extracellulaires, un inhibiteur de la subtilisine, une 

acylase, la cholesterol oxydase, une arabinofuranosidase, une glucanotransferase et une 

carboxypeptidase. Leur induction reste a verifier mais on peut supposer qu'au moins 

certaines de ces proteines sont induites par la presence de suberine puisque tres peu de 

proteines extracallulaires sont produites par le S. scabies dans un milieu minimal 

depourvu de suberine (Lauzier et al, non publie). 

Normalisation du PCR en temps reel (QPCR) 

Afin de verifier si certains des genes identifies a l'etape precedente etaient effectivement 

induits par la suberine, nous avons choisi d'effectuer une PCR en temps reel avec 

quantification relative (Wong and Medrano, 2005). Une des etapes cles du QPCR a 

quantification relative est de trouver une methode de normalisation qui permet d'evaluer 

correctement la quantite d'ARN dans les echantillons de depart de facon a pouvoir les 

comparer entre eux (Dheda et al, 2004). 
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Dans notre cas, aucune methode de calcul du materiel de depart suffisamment precise 

n'est disponible. De plus, la normalisation en fonction d'un gene de reference interne 

presuppose la disponibilite d'un gene dont l'expression n'est pas affectee par les 

differentes conditions de 1'experience. Nous ne connaissons pas a ce point-ci les patrons 

d'expression des differents genes chez S. scabies. Nous savons cependant que le produit 

d'un gene frequemment utilise comme reference interne, la glyceraldehyde phosphate 

dehydrogenase, varie en fonction de la presence ou de 1'absence de suberine (Lauzier et 

al, non publie). Nous avons choisi la normalisation a l'aide d'un standard exogene 

externe (Gilsbach et al., 2006; Johnson et al., 2005). Nous avons utilise le gene codant 

pour la luciferase. Nous avons done ajoute une quantite connue d'ARNm de luciferase 

dans nos echantillons a l'etape de la lyse cellulaire. La technique de normalisation a 

l'aide du standard exogene externe a l'avantage de prendre en compte tous les traitements 

subits par l'ARNm experimental, des etapes de purification a l'efficacite de la 

transcription inverse (Johnson et al., 2005). Nous avons pu constater que la quantite 

d'ARN de luciferase tel que determinee par QPCR correlait avec les rendements 

apparents d'ARN totaux sur gel d'agarose (resultats non presenter). 

Resultats de QPCR 

Nous avons choisi 10 genes au hasard dont au moins un pour chacune des 4 classes de 

fonction (Tableau 2) pour comparer leur taux d'expression avec ou sans suberine a l'aide 

de la methode du PCR en temps reel (graphique 1). Un ratio superieur a 1 indique une 

expression plus elevee du gene en presence de suberine alors qu'un ratio entre 0 et 1 

indique une baisse d'expression en milieu suberine. Nous avons pu constater que 

l'expression des 10 genes testes est plus importante en presence de suberine qu'en 

l'absence de celle-ci. Le calcul prend en compte les variations d'efficacite du PCR pour 

chacune des amorces, efficacite qui variaient entre 77,3% et 117%. 
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ratio d'expression des genes 
H Trans-aconitate methyltransferase 

• Glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase 

• Cytochrome c oxydase, proteine 
d'assemblage de la sous unite XV 

• ADN ligase 

• Carboxypeptidase 

B Methyltransferase SAM-dependante 

H 4-alpha-glucanotransferase 

0 Precurseurde I'acylase de la 
penicilline V 

• Proteine de resistance au 
chloramphenicol 

H Glycosyl hydrolase 

Figure 1 : Expression des genes calculee par PCR en temps reel. Le ratio indique le 

niveau d'expression du gene en presence de suberine par rapport au niveau d'expression 

en absence de suberine. Les ecarts-types indiquent la variation entre les resultats obtenus 

pour quatre extractions independantes. 

La signification biologique de 1'induction des genes choisis en presence de suberine est 

encore inconnue meme si nous pouvons poser quelques hypotheses. La presence de la 

plante accroit le metabolisme energetique bacterien (Langlois et al, 2003; Mehta and 

Rosato, 2005; Zhao et al, 2005). Ce meme phenomene semble etre observable avec la 

suberine. En effet, un gene codant pour un cytochrome c oxydase, enzyme du 

metabolisme energetique qui intervient dans la chaine respiratoire chez les bacteries 

(Rawn, 1990), est induit de 9 fois en presence de suberine. L'accroissement du 

metabolisme energetique pourrait etre du au fait que la suberine constitue une source de 

nutriments. 

1000 

100 

o 

10 

gene 

98 



La suberine est constitute d'un domaine polyaromatique et d'un domaine polyaliphatique 

relies par des liens esters. La portion aliphatique est constitute de chaines d'acides gras 

interconnectes par des molecules de homoacyl-glycerol (Kolattukudy, 1980). Dans cette 

etude, une proteine homologue a la penicilline acylase/ N-acylhomoserine lactone acylase 

est induite 13 fois en presence de suberine. Cette enzyme pourrait servir a cliver les 

groupements acyls retrouves dans la suberine afin de relacher les acides gras et le 

glycerol. La glycerol-3-phosphate dehydrogenase, enzyme catalysant la premiere etape 

dans 1'assimilation du glycerol (Rawn, 1990) est egalement surexprime de 8 fois dans nos 

conditions ce qui suggere que la bacterie se trouve effectivement en situation 

d'assimilation de glycerol. 

Les mecanismes de resistance au chloramphenicol chez les bacteries sont de plusieurs 

types. Les plus etudies sont Pacetylation de la molecule par des acetyltransferases 

specifiques (Murray and Shaw, 1997) et les systemes d'efflux (George and Hall, 2002; 

Nilsen et al, 1996). Dans cette etude, une enzyme de resistance au chloramphenicol est 

induite de 16 fois en presence de suberine. Puisque le gene presente une similarite de 

sequence de 68% avec un transporteur de Nocardia, nous pouvons presumer que la 

proteine de S. scabies qui presente de Phomologie pour une enzyme de resistance au 

chloramphenicol est un transporteur. Toutefois, nous n'avons pas d'indication qui nous 

permettrait de definir plus precisement le type de molecules transportees. 

Bien qu'aucun hydrocarbure supplemental n'ait ete ajoute au milieu suberine, au moins 

deux enzymes hydrolytiques impliquees dans la degradation des sucres etaient induites. 

Les genes codant pour la glycosyl hydrolase et la 4-alpha-glucanotransferase (Tableau 2) 

etaient exprimes plus fortement en presence de suberine, soit 147 et 6 fois 

respectivement. La suberine in planta est imbriquee dans la paroi primaire de la cellule 

vegetale. Bien que la purification implique des digestions enzymatiques de la paroi, on 
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ne peut exclure la presence de contamination de la suberine par des sucres de la paroi 

cellulaire vegetale. L'induction de ces genes pourrait done etre expliquee par la presence 

possible de ces contaminants. Cependant, lors de la colonisation du tubercule, le premier 

element avec lequel S. scabies entre en contact est la suberine et il est plausible que la 

bacterie anticipe sa progression dans les tissus vegetaux en exprimant deja d'autres 

enzymes de colonisation des tissus vegetaux, comme ceux induits ici. Cette hypothese est 

presentement testee dans notre laboratoire. 

La carboxypeptidase est une enzyme impliquee dans la biosynthese des peptidoglycanes. 

Elle hydrolyse les peptides de la paroi en retranchant un acide anime du cote carboxyle 

de la molecule (Rawn, 1990). Dans notre experience, la carboxypeptidase est induite 

d'environ 5 fois en presence de suberine. La raison expliquant que la presence de 

suberine induise chez S. scabies la biosynthese de la carboxypetidase est inconue. 

Toutefois, des etudes en microscopie electronique ont demontre que la paroi de S scabiei 

est plus dense et plus epaisse lorsque la bacterie croit en presence de suberine (Forest et 

al, 2006). 

Deux des enzymes tres fortement exprimees en presence de suberine etaient de la famille 

des methyltransferases. II s'agit de la trans-aconitate methyltransferase (induite 11 fois) et 

de la SAM-dependante methyltransferase (induite 25 fois). De nombreux composes 

secondaires synthetises par les streptomycetes peuvent etre methyles par ce type 

d'enzymes (Anderle et al, 2007; Grunewald and Marahiel, 2006; Nguyen et al, 2006; 

Stevenson et ah, 2007). La thaxtomine A, phytotoxine produite par 5". scabies lors de 

l'infection de la plante (King et al, 1989) et egalement produite en presence de suberine 

(Beausejour et al, 1999), est une molecule qui est methyle au niveau du cycle 

hydroxypiperazine (King et al, 1989). Bien que plusieurs etapes de la biosynthese de la 

thaxtomine A aient ete elucidees (Healy et al, 2000; Healy et al, 2002; Kers et al, 
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2004), l'enzyme responsable de la methylation n'a pas encore ete identifiee. II serait 

done interessant de determiner si les enzymes identifiees dans cette etude sont impliquees 

dans la methylation de la thaxtomine. 

Dans une etude proteomique portant sur les proteines induites chez le S. scabies par la 

suberine (Lauzier et al, chapitre 2), de nombreuses proteines de resistance au stress ont 

ete identifiees. Les travaux de Douliez (2004) suggeraient egalement que les monomeres 

de suberine pouvaient agir comme perturbants de la membrane. Dans cette etude, nous 

n'avons pas identifie de genes de resistance au stress. Ceci pourrait etre du au temps 

d'exposition a la suberine (12 heures) qui aurait pu etre trop court pour permettre une 

degradation efficace du polymere. En plus des proteines de stress, les travaux de Lauzier 

et al, (chapitre 2) revelaient une surproduction en presence de suberine d'une proteine de 

regulation de la reponse SOS, la proteine Lex A. Dans la presente etude, le gene codant 

pour une ADN ligase est induit de 4 fois. L'induction de cette enzyme en presence de 

suberine pourrait indiquer un besoin accru de reparation de l'ADN bacterien du au stress. 

En effet, l'ADN ligase est l'enzyme responsable de la ligation des extremites de l'ADN 

lors de la replication, de la recombinaison et de la reparation de l'ADN (Zhao et al, 

2006). 

Tres peu d'etudes jusqu'a maintenant ont etudie les effets physiologiques de la suberine 

aussi bien sur des bacteries pathogenes que non pathogenes. Dans la presente etude, 

nous avons identifie plusieurs genes exprimes par le S. scabies en presence de suberine et 

avons confirme qu'au moins 10 d'entre eux etaient induits par la presence du polymere. 

La suberine semble modifier la physiologie du microorganisme non seulement en 

fournissant des elements nutritifs supplementaires mais en entrainant une adaptation au 

milieu. Cette etude transcriptionnelle a permis d'identifier des genes qui pourraient jouer 
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un role important dans l'ecologie de la bacterie phytopathogene et dans la colonisation du 

tubercule de pomme de terre. 
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CONCLUSION 

Le but general de ce projet de doctorat etait d'ameliorer nos connaissances sur une 

interaction plante-microorganisme mettant en jeu la bacterie S. scabies et son note, la 

pomme de terre. 

Dans la premiere partie de 1'etude, la structure de base de la thaxtomine, cyclo-(L-4-

nitrotryptophyl-L-phenylalanyl) (King et al, 1989), laissait presumer que les acides 

amines aromatiques etaient des precurseurs dans la synthese de la toxine. Nous avons ete 

les premiers a demontrer sans equivoque que le tryptophane et la phenylalanine etaient 

effectivement des precurseurs de la thaxtomine A. Nous avons egalement reussi a 

demontrer que la biosynthese de la thaxtomine A etait inhibee specifiquement par les 

trois acides amines aromatiques, la phenylalanine, la tyrosine et le tryptophane. Puisque 

la thaxtomine est essentielle au pouvoir pathogene de S. scabies, une molecule qui inhibe 

sa synthese est interessante au niveau de la lutte contre la gale commune de la pomme de 

terre. Les informations sur les inhibiteurs de synthese de la toxine pourraient etre 

integrees dans le developpement d'une methode de lutte efficace contre le S. scabies. 

Nous avons cependant ete etonnes de constater que des precurseurs inhibaient une voie 

de synthese. Le tryptophane est un precurseur dans la synthese d'un autre compose 

secondaire, Pauxine (Kriechbaumer et al., 2006), et la tyrosine est un precurseur de la 

melanine (Beausejour and Beaulieu, 2004). Nous avons observe que la production de 

thaxtomine A semblait etre inversement correlee avec la production des ces deux 

composes chez le S. scabies. II est done envisageable qu'une competition entre les 

voies metaboliques de ces composes soit en jeu. 
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Grace aux essais d'incorporation de radio activite, nous avons egalement reussi a produire 

de la thaxtomine marquee radioactivement a partir de 3 precurseurs radioactifs, soit le 

[14C]tryptophane, [14C]phenylalanine et le [14C]methionine. La thaxtomine marquee est 

un outil interessant dans plusieurs types d'etudes sur la toxine. Le marquage radioactif 

pourrait etre utilise pour des etudes de localisation de la thaxtomine dans les tissus 

vegetaux. De plus, cette technique pourrait permettre le suivi des etapes de degradation 

ou de modification de la toxine in planta. 

Nous avons egalement verifie les effets de la suberine sur la physiologie de S. scabies. 

Les effets de certains composes produits par la plante sur les microorganismes du sol ont 

ete etudies. C'est le cas de la lignine (Dombrovskaia and Kostyshin, 1997; Gukasyan, 

1999) et d'un derive, la vanilline (Shimizu et al, 2005), des flavonoides (Guerreiro, 97) 

et autres molecules phenoliques (Melchers et al, 1989; Mo and Gross, 1991; Quigley and 

Gross 1994) mais peu d'etudes se sont interessees aux effets de la suberine dans les 

interactions entre les plantes et les microorganismes. 

La suberine est surtout consideree comme un tissu qui protege la plante contre la 

dessiccation et une barriere physique contre les agressions (Bernards, 2002; Lulai and 

Corsini, 1998). Cependant, certains microorganismes associes aux plantes, tels le S. 

scabies, sont capables de degrader la suberine (Alisch et al, 2004; Haddadin et al, 2002; 

McQueen and Schottel, 1987; McSweeney et al, 1998; Schade and Lemmer, 2006) et 

nous avons reussi a demontrer que la suberine affectait profondement le metabolisme de 

cette bacterie. 

Les deux approches testees, la proteomique et la transcriptomique, nous ont permis de 

tirer des conclusions interessantes sur l'effet d'un compose complexe de plante sur le 
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fonctionnement bacterien. Les deux techniques nous ont permis d'identifier des proteines 

ou des genes induits en presence de suberine. Bien que les genes et les proteines 

identifies dans les deux etudes soient differents, on peut remarquer que certaines voies 

metaboliques et certains mecanismes de reponse bacterienne ont ete mis en evidence dans 

les deux experimentations. 

Dans les deux experiences, nous avons identifie plusieurs enzymes liees a la generation 

d'energie. Dans Petude proteomique, trois enzymes de la voie de la glycolyse etaient 

induites par la suberine. Dans Petude sur les genes, la glycerol-3-P dehydrogenase, 

aussi liee a la voie de la glycolyse etait surexprimee en presence de suberine. De plus, 

des genes lies au cycle de Krebs ont ete identifies par la transcriptomique. Nous pouvons 

done conclure que le metabolisme energetique est affecte par la suberine. Les 

mecanismes de transport bacterien semblent aussi etre affectes par la suberine. Les deux 

etudes ont mis en evidence Pinduction de certaines voies de transport, notamment de type 

ABC. Nous avons egalement pu constater dans les deux etudes, que des proteines liees a 

la synthese ou la reparation des acides nucleiques etaient induites par la suberine. En 

proteomique, nous avons identifie deux genes de synthese d'acides nucleiques et un gene 

de la reponse SOS. En transcriptomique, une proteine qui peut etre utile dans la 

replication et la reparation de PADN, l'ADN ligase, etait induite. Dans la meme 

experience, nous avons egalement identifie des genes de regulation transcriptionnelle, 

mais leur induction reste a demontrer. 

Grace a Petude de transcriptomique, nous avons pu identifier des genes codants pour des 

enzymes de degradation et des proteines secretees. Vu les parametres utilises, ces 

enzymes n'ont pas ete mises en evidence dans Petude sur les proteines. Les deux etudes 

sont done complementaires et nous ont permis de cibler plusieurs classes de proteines. 
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Les projets executes au cours de mon doctorat sont de nature exploratoire. lis nous ont 

permis de tirer des conclusions interessantes mais sont surtout un point de depart pour des 

analyses plus poussees des mecanismes d'interaction entre la plante et le 

microorganisme. Des nombreux genes identifies au cours de 1'etude transcriptomique, 

1'expression de seulement une partie des genes a pu etre verifiee par QPCR. Une 

methode plus rapide pour verifier les niveaux d'expression de plusieurs genes serait la 

construction d'une puce a ADN. De plus, puisque le genome de S. scabies a ete 

entierement sequence, plusieurs autres genes d'interet potentiel pourront etre inclus sur la 

puce a ADN et permettront d'obtenir une vision plus globale de la reponse de S. scabies a 

des composes de la plante, tels que la suberine, ainsi qu'a d'autres conditions qui 

modulent 1'expression de ces genes de virulence. La proteomique est egalement une 

technique qui a ete efficace dans la caracterisation de la reponse bacterienne a des 

conditions changeantes. Les etudes a ce niveau pourraient egalement etre continuees 

pour permettre 1'identification d'autres proteines d'interet. Nous pourrions par exemple 

poursuivre 1'analyse des proteines dont 1'expression est reduite en presence de suberine 

ou des proteines observables a des pH non-couverts dans notre etude. La meme 

technique pourrait servir a 1'etude de 1'expression differentielle des proteines dans des 

conditions differentes. Par exemple, il serait interessant de verifier l'effet du tryptophane 

sur le proteome de S. scabies. 

Certaines des proteines identifiees dans nos etudes sont presentement etudiees plus en 

detail. Ces le cas de TerD, une proteine connue pour conferer une resistance au tellurite 

(Whelan et ah, 1995) mais qui semble induite lors des relations entre les plantes et les 

microorganismes (Lauzier et al, soumis ; Hammad et al, 2001; Langlois et al, 2003) 

bien que le tellurite ne soit pas un element normalement retrouve dans le sol et les tissus 

vegetaux. 
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Ces travaux nous ont permis d'ameliorer de fa9on significative nos connaissances sur une 

interaction plante-microorganisme peu etudiee au niveau moleculaire et nous ont ouvert 

de nouvelles avenues pour la poursuite des etudes sur les rnecanismes d'adaptation de S. 

scabies a son environnement rhizospherique. 
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