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Encart 1 : le feu bactérien - symptômes

A, B  et C, évolution du feu bactérien sur MM106 (4, 7 et 11 jours respectivement), après inoculation de la bactérie par coupure 

d’une  jeune  feuille  à l’aide  de  ciseaux  trempés  dans  un  inoculum  fort  d’Ea (109 cfu/mL).  Le  symptôme  caractéritique de 

recourbement en crosse est visible en C. D,  symptômes  sur Pommier en  verger  (clone de  la  variété Pink Lady), prise dans  le 

Maine‐et‐Loire en 2007. Noter l’aspect desséché de la principale pousse infectée. E et F, une même pousse de MM106 inoculée 

avec une souche d’Ea exprimant  la GFP, observée en  lumière visible et en  fluorescence, mettant en évidence de nombreuses 

gouttes d’exsudats (flèches), second symptôme caractéristique.



Les effecteurs ainsi que  les protéines  constituant  le T3SS  sont  codés par un ensemble de 

gènes portant  le nom de cluster hrp (hypersensitive response and pathogenicity) présent dans un  îlot de 

pathogénicité, récemment séquencé dans son intégralité (Oh et al., 2005), et dont l’expression est induite 

dans certaines conditions environnementales (Wei et al., 2000). Le nombre d’effecteurs de type III de cette 

bactérie est réduit, puisque 12 ont été détectés comme sécrétés en milieu inducteur du T3SS (Nissinen et 

al., 2007),  ce qui est  relativement  faible en  comparaison  avec  celui d’autres bactéries phytopathogènes

telles  que  des  Pseudomonas (Badel et  al.,  2006)  qui  possèdent  plusieurs  dizaines  d’effecteurs,  jouant 

parfois des rôles redondants. 

‐L’effecteur DspA/E 

Les  souches mutantes  d’E.  amylovora déficientes  pour  la  synthèse  de  cet  effecteur  sont 

incapables de provoquer la maladie sur plantes hôtes (pommier, poirier,…) mais restent capables d’induire 

une HR  sur  tabac  (Gaudriault et  al., 1997),  c’est d’ailleurs  la  raison de  l’appellation de DspA/E  (Disease

Specific).  La  partie  C‐terminale  de  la  protéine  DspA/E  présente  des  homologies  avec  la  protéine 

d’avirulence AvrE de  Pseudomonas syringae pv.  tomato (Pst)  (Bogdanove et  al.,  1998),  suggérant  que 

DspA/E  puisse  avoir  des  propriétés  d’avirulence.  L’injection  de  DspA/E  dans  le  cytoplasme  de  cellules 

végétales au cours de  l’infection a été mise en évidence  très  récemment par Bocsanczy et al.  (2006). La 

sécrétion de DspA/E par le T3SS requiert les protéines HrpJ (Nissinen et al., 2007) et HrpN (voir ci‐dessous ; 

Bocsanczy et al., 2008).

‐La harpine HrpN

Les premières études ont montré que les mutants d’E. amylovora déficients pour HrpN, une 

harpine, sont  incapables de produire  la maladie  sur  jeunes poires et d’induire  l’HR sur  tabac  (Wei et al., 

1992). Cependant, des travaux plus précis ont révélé que ces mutants sont toujours capables d’induire des 

symptômes caractéristiques (bien que très limités) de feu bactérien sur des plantules et des microboutures

de poirier in vitro ainsi que des HR faibles sur tabac de manière irrégulière (Barny, 1995). Sur pommier, quel 

que soit le matériel biologique utilisé, aucun symptôme n’a pu être obtenu par un mutant hrpN. La harpine

a été visualisée dans les espaces intercellulaires de feuilles de plantules de pommier, mais elle n’a pas pu 

être détectée au sein des cellules végétales (Perino et al., 1999). Le site d’action de HrpN n’est pas encore 

connu, mais par analogie avec HrpZ de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, il se pourrait qu’elle agisse 

au niveau des membranes plasmiques, plutôt que dans le cytoplasme même des cellules végétales (Lee et 

al., 2001).

Encart 2 : les effecteurs de type III d’Erwinia amylovora



‐Les autres effecteurs : HrpW, EopB, HrpJ, AvrRpt2Ea

Les mutants hrpW gardent la même capacité que la souche sauvage à induire la maladie sur 

poirier et sur pommier mais ils induisent une réaction HR sur tabac plus rapidement et pour des inoculum 

moins  forts  (Gaudriault et al., 1998). Outre des homologies avec d’autres protéines élicitrices telles que 

PopA de Ralstonia solanacearum et HrpN, HrpW possède en son extrémité C‐terminale des similarités avec 

des pectate lyases fongique et bactérienne (Gaudriault et al., 1998). Cependant aucune activité de ce type 

n’est présente dans le surnageant de cultures d’E. amylovora. Aucun rôle précis n’a pu être jusqu’à présent 

attribué à cette harpine.

Les mutants eopB ne sont pas atteints dans  leur aptitude à induire  les  symptômes du  feu 

bactérien  sur poirier et pommier ni  la  réaction HR  sur  tabac  (Oh et Beer, 2005). Comme DspA/E,  EopB

(Erwinia outer protein B)  présente  des  homologies  avec  des  protéines  d’avirulence.  Cette  protéine  est 

homologue  aux  effecteurs  type  AvrRxv/AvrBsT de  Xanthomonas vesicatoria (Oh  et  al.,  2005).  EopB

appartient à la famille d’un effecteur de Yersinia pseudotuberculosis, YopJ possédant une activité cystéine 

protéase, tout comme HrpW. Le rôle précis de EopB reste à déterminer.

HrpJ intervient  dans  la  sécrétion  de  HrpN,  HrpW et  DspA/E  (Nissinen et  al.,  2007).  Les 

mutants d’Ea déficients pour HrpJ sont incapables d’induire la réaction d’hypersensibilité sur tabac et sont 

très affectés dans leur virulence sur fruits immatures. 

L’effecteur AvrRpt2Ea n’a été mis en évidence que très récemment par Zhao et al. (2006). Les 

mutants avrRpt2Ea d’E. amylovora sont bien moins agressifs sur jeunes poires que les souches sauvages. Cet 

effecteur est codé par un gène n’appartenant pas au cluster hrp tel qu’il a été décrit par Oh et al. (2005). 

AvrRpt2Ea est identique à 58% à AvrRpt2 de Pseudomonas syringae pv. tomato et appartient à une famille 

de cystéines protéases (Mudgett, 2005), et est fonctionnellement reconnu par  le gène de résistance RPS2 

chez Arabidopsis.
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Tableau I.1. Résumé des principales études portant sur la localisation tissulaire d’Erwinia amylovora ainsi que  la caractérisation 

des évènements cyto‐histologiques associés. L’inoculum est exprimé en cfu/mL, MO, microscopie photonique. SEM, microscopie 

électronique à balayage. TEM, microscopie électronique à transmission.



Fig.I.1. A, organisation schématique de  la paroi cellulaire végétale. Les fibres de cellulose forment des feuillets reliés entre eux 

par un réseau d’ hémicelluloses (type xyloglucane, arabinoxylane ou arabinane) et de pectine (en rouge). L’interaction entre des 

hémicelluloses peut aussi être médiée par des acides phénoliques, tel que l’acide férulique (A‐F), d’après Cosgrove (2005). B, voie 

de biosynthèse probable des monolignols chez les angiospermes, tiré de Boerjan et al. (2003), PAL=phenylalanine ammonia lyase, 

C4H=acide cinnamique 4‐hydroxylase, 4CL=4‐coumarate CoA ligase, C3H=p‐coumarate 3‐hydroxylase, COMT=acide caféique o‐

méthyltransférase, CCR=cinnamoyl CoA réductase, F5H=férulate 5‐hydroxylase, CAD=cinnamyl alcool déshydrogénase.



Fig.I.2. Macroscopie de l’interaction d’Ea avec Evereste (à gauche) et MM106 (à droite), 24, 48 hpi et 5  jpi, et dénombrements 
bactériens (n=2, ±SEM) dans les feuilles infectées d’Evereste (orange) et de MM106 (vert). A et B observations au microscope par 
transparence et à faible grossissement de feuilles nécrosées d’Evereste et MM106 respectivement, en lumière visible (gauche) et 
en épifluorescence (droite), mettant en évidence la localisation d’Ea portant une fusion GFP.



Fig.I.3. A,B,C,D,E.F,G,H: détail d’une nécrose sur la face abaxiale du limbe d’Evereste 24 hpi (A,B,C,D) et 5 jpi (E.F,G,H), en lumière 
visible (A et E) et en épifluorescence. ZS=zone dépourvue de symptômes, N=nervure, ZN=zone nécrosée. Les flèches blanches sur 
les  photos  B  et  F montrent  une  colonie  bactérienne  isolée  et  les  noires  sur  la  photo  D  indiquent  la  présence  des  cellules 
stomatiques qui fluorescent aux UV,



Fig.I.3, I,J,K,L,M: détail d’une nécrose sur la face abaxiale du limbe de MM106 24 hpi (I,J,K) et 5 jpi (L,M), en lumière visible (I et L) 
et en épifluorescence (filtre bleu, J et M, et GFP, K), ZS=zone dépourvue de symptômes, N=nervure, ZN=zone nécrosée. 



Fig.I.4. Coupes transversales de nervure principale de feuilles saines (A, B, E. F) et infectées (C, D, G, H), d’Evereste (A, B, C, D) et 
de MM106  (E.  F,  G,  H)  48  hpi.  Les  coupes  ont  été colorées  au  bleu  de  toluidine.  A,  C,  E.  G  détails  de  l’embranchement 
nervure/limbe, et B, D, F, H détails de la stèle centrale. PP=parenchyme palissadique, PL=parenchyme lacuneux, LPL=parenchyme 
lacuneux lysé, Ph=phloème, pXy=protoxylème, mXy=métaxylème.



Fig.I.5. Coupes transversales de nervure primaire de feuilles d’Evereste constitutives (non infecté, A, B, E) ou infectées par Ea (C, 
D, F). A et C, coloration au bleu de  toluidine. B, D, E et F, observation de  l’autofluorescence.  La  chlorophylle apparaissant en 
rouge. Les composés phénoliques en bleu ou en jaune. Les flèches indiquent des cellules remplies de composés autofluorescents, 
E  et  F,  coupes  réalisées  à la base du pétiole  (G),  coupe  longitudinale de nervure de  feuille  infectée d’Evereste montrant  les 
vaisseaux conducteurs (Vx) plus en profondeur dans la coupe ainsi que de la présence de tannins dans les vacuoles de quelques 
cellules (flèches).



Fig.I.6. Sections de pétioles prélevées 48 heures après infiltration d’eau (non infecté, A,B,E,F) ou d’Ea (C,D,G,H,). Evereste, A, B, C, 
D et MM106, E, F, G, H, Ep=épiderme, sEp=sous‐épiderme de type collenchyme. A, C, E, G, plans sur l’épiderme et le parenchyme 
cortical, B, D, F, H, détails du sous‐épiderme. Les flèches indiquent les chloroplastes dans les cellules.



Fig.I.7. Sections  de  pétioles  prélevées  48  heures  après  infiltration  d’eau  (A,B,E,F)  ou  d’Ea (C,D,G,H),  Evereste.  A,  B,  C, D  et 
MM106, E, F, G, H. A, E, C, G, détails des stèles centrales, B, D, F, H, départ des nervures secondaires et parenchyme cortical, 
Ns=nervure secondaire, Cc=cellules chlorophylliennes. Flèches en C : cellules remplies de polyphénols, en H: cavités lytiques.



Fig.I.8. Sections  de  tiges  de MM106,  saines  (A,  B,  C)  et  infectées  (D,  E,  F,  G),  5  jours  après  infiltration.  Observations  en 
épifluorescence avec  les  filtres 490 nm  (A, D, F), UV 350 nm  (B,E)   et GFP 504 nm  (C,G). H, détail du parenchyme  cortical de 
MM106  infecté, montrant  sa  déstructuration  importante.  Flèches  blanches=bactérie GFP  dans  les  vaisseaux  du  xylème  (Xy), 
Ph=phloème, Pc=parenchyme cortical, S=sclérenchyme.



Fig.I.9. Schémas  récapitulatifs  des  observations  histologiques  sur  l’interaction:  A=MM106/Evereste  non  infecté,  B=MM106 

infecté, C=Evereste  infecté; en vert,  les régions où la bactérie a été détectée majoritairement; en rouge,  les régions ayant subi 

des renforcements ou enrichissements en polyphénols. A droite, schématisation de  l’interaction et hypothèses. Les cellules du 

parenchyme palissadique où l’activité photosynthétique est élevée produisent constitutivement des FAO (étoile rouge) ainsi que 

des flavonoïdes antioxydants et potentiellement antibactériens (symbole  interdit mauves). Les bactéries pénètrent au cours de 

l’infiltration par  les stomates et  interagissent avec  les cellules du parenchyme  lacuneux. Dans  les deux cas  il y a production de 

FAO (choc oxydant), mais la mort cellulaire progresse chez MM106 tandis qu’elle est contrôlée chez Evereste, hypothétiquement 

par  la production de systèmes antioxydants plus performants. Ea n’attaque pas  le parenchyme palissadique car  il contiendrait 

des produits antibactériens en  forte concentration  (FAO ou  flavonoïdes).  Il semble que  la bactérie parvienne  tout de même à

progresser  et  à atteindre  le  cylindre  central  chez  MM106,  mais  rarement  chez  Evereste.  A  ce  niveau,  il  y  a  beaucoup 

d’imprégnation  de  lignine  dans  les  vaisseaux  et  les  cellules  du  sclérenchyme.  Chez  Evereste,  certaines  cellules  apparaissent 

remplies de polyphénols condensés (cellules oranges). Dans le cas de l’interaction avec MM106, la bactérie forme des cavités où

elle est présente en très forte concentration et parvient à atteindre les vaisseaux du xylème, par lesquels elle peut être transmise 

à toute  la  plante. A  l’inverse  chez  Evereste,  la  bactérie  atteint  parfois  les  vaisseaux  du  xylème, mais  elle  y  est  rapidement 

confinée  car  des  occlusions  sont  formées.  Les  occlusions  pourraient  également  avoir  pour  conséquence  une  diminution  de 

l’approvisionnement du tissu infecté en eau et en nutriments, susbtrats indispensables à la croissance bactérienne.
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Tableau I.2. Gènes de Pommier dont  l’expression a été suivie par qPCR dans des feuilles d’Evereste et de MM106 au cours de 

différentes conditions. Les amorces dessinées pour  la qPCR sont  indiquées ainsi que  les n° d’accession des EST de Pommier à

partir desquels elles  l’ont été. Les résultats de BLASTn sur  la banque de donnée du NCBI Nucleotide collection (nr/nt) obtenus 

après clonage de chacun des amplicons sont également indiqués,



Fig.I.10. (A) Aperçu du réseau de régulation hormonal des défenses chez les plantes. Les principales hormones exercent un rôle 

modulateur (AIA=auxine, ABA=acide abscissique, GA=gibbérellines) ou régulateur fort (SA=acide salicylique, JA=acide jasmonique, 

ET=éthylène). Les formes actives de l’oxygènes (FAO) sont également impliquées dans ce réseau. Les interactions positives sont 

représentées par des flèches pleines et  les négatives par  le symbole d’inhibition. L’interaction entre JA et ET (flèches noires en 

pointillés) implique à la fois des antagonismes et agonismes. Le chloroplaste occupe une part importante dans ce réseau car il est 

le  lieu de  synthèse  de  plusieurs  précurseurs  d’hormones  (flèches  grises  en  pointillés),  ainsi  que  des  FAO  et  son  activité est 

régulée par la lumière qui elle‐même régule l’expression de la SAR (résistance systémique acquise) via les cryptochromes (cry) et 

phototropines (phot). D’après Grant et Jones, 2009 ; Griebel et Zeier, 2008; Vlot et al. 2008. (B) Biosynthèse de l’acide salicylique 

(d’après  Wildermuth et  al.,  2001),  AS=anthranilate synthase,  CM=chorismate mutase,  BA2H=benzoic acid 2‐hydroxylase, 

PL=pyruvate  lyase. (C) Biosynthèse de  l’acide  jasmonique (d’après Wasternack, 2007 et Browse, 2009); PLD1=phospholipase D,  

9/13HPOT=9/13  acide  hydroperoxyoctadecatriènoique,  9,10/12,13EOT=9,10/12,13  acide  époxyoctadeactriènoique,  OPDA= 

acide  cis‐(+)‐12‐oxophytodiènoïque, OPC=  acide  10,11‐Dyhydro‐12‐oxophytodiènoique.  (D) Biosynthèse  de  l’éthylène  (d’après 

Bleecker et  Kende,  2000),  ACC=  acide  1‐aminocyclopropane‐1‐carboxylique,  AdoMet=S‐adénosyl‐L‐méthionine,  MTA=5’‐

méthylthioadénosine,  MTR=5’méthylthioribose,  MTR1P=5’méthylthioribose‐1‐phosphate,  KMB=2‐oxo‐4‐méthylthiobutyrique

acide, Met=méthionine. Les gènes codant les enzymes indiquées en rouge ont été suivis par qPCR au cours de l’interaction.
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Fig.I.11. Evènements précoces liés à la reconnaissance d’un MAMP (en rouge), pouvant provoquer l’internalisation du complexe 

récepteur/ligand, et  impliquant des cascades de phosphorylation. La mobilisation du calcium (violet), des calmodulines kinases 

calcium‐dépendantes.  Le NO  et  les  ROS  (sources  en  jaune),  PRR  =  pattern  recognition  receptor,  CaM =  calmoduline  kinase 

calcium‐dépendante, KCA‐D = kinase calcium dépendante, Ca2+‐C = canal calcique.



Fig.I.12. Voie  de  signalisation  de  l’acide  salicylique,  CP  =  chloroplaste, GSNO  =  S‐nitroglutathion,  TRX  =  thioredoxine,  Ubi = 
ubiquitine, SAIG =  Salicylate‐induced genes.



Fig.I.13. Voie de signalisation de l’acide jasmonique,  JAIG = Jasmonate‐inducible genes. Pour les facteurs JAZ, Z = domaine ZIM, 
J = domain Jas.



Fig.I.14. Voie de signalisation de l’éthylène, ETIG = ethylene‐induced genes, RE = réticulum endoplasmique.



Fig.I.15. Principales  interactions entre  les voies SA, JA et ET, et modulations exercées par  les protéines DELLA et  les hormones 

acide abscissique (ABA), auxine (AIA) et gibbérellines (GA). SAIG = gènes régulés par l’acide salicylique, JAIG = gènes régulés par 

l’acide  jasmonique et EIG = gènes régulés par  l’éthylène. D’après Pieterse et al., 2009; Grant et  Jones, 2009; Brodersen et al., 

2006;  Li et al., 2004;  Leon‐Reyes et al., 2009.



Fig.I.16. Gènes étudiés au cours de l’interaction et leur possible rattachement aux voies de signalisation; SA (orange), JA (violet) 

et éthylène (vert).



Fig.I.17. Diagrammes représentant  les possibilités de calibration des données de qPCR pour un gène G: en  rouge, Les niveaux 

constitutifs des génotypes a (symboles pleins) et b (symboles creux); en noir, Les conditions étudiées, x (triangles) et y (losanges). 

(A) Définitions des quantités  de  transcrit  et  des modulations.  (B)  Calibration  commune  à tous  les  génotypes,  avec  le  niveau 

d’expression constitutif du génotype a: cet échantillon prend la valeur de 1. Dans ce cas,  G est exprimé à un même niveau dans 

les deux génotypes, pour  la condition x, par contre  il est plus exprimé dans  le génotype a dans  la condition y.  (C) Les niveaux 

d’expression du G dans un génotype sont rapportés au calibrateur de ce même génotype (tous les calibrateurs sont donc fixés à

1).  Le  sens  de  la modulation  peut  alors  être  déterminé au  sein  d’un même  génotype  (induction  ou  répression). D’après  les 

données de (B) et (C), G est plus exprimé dans la condition y chez a que chez b mais G est induit chez a dans la condition y tandis 

qu’il est réprimé chez b, pour la même condition y,



Fig.I.18. (A) Niveaux d’expression relative de chacun des gènes représentés pour chaque répétition biologique; à chaque  tracé

correspond un gène donné dans une des répétitions. (B) Analyse en composantes principales des 4 répétitions biologiques (en 

haut), projetées dans le plan F1‐F2 (55% de la variance initiale) des variables (gènes). En bas, même plan de projection mais les 

données ont été moyennées. Les barres horizontales et verticales correspondant à l’intervalle de confiance à 95 %. Le cercle de 

corrélation des  variables est  représenté sur  le même plan. En  violet,  les gènes  connus pour être  SA‐dépendants, en  vert ET‐

dépendants et en orange JA‐dépendants.



Fig.I.19. Groupage hiérarchique de l’ensemble des gènes. L’arbre a été construit à partir des niveaux d’expressions relatives aux 

trois  temps  après  infection  par  la  souche  sauvage  et  calibrés  par  Evereste  constitutif.  Les  couleurs  violet,  vert  et  orange,

désignent respectivement des gènes hypothétiquement marqueurs des voies de signalisation de l’acide salicylique, de l’éthylène 

et  de  l’acide  jasmonique.  Chacun  des  clusters  obtenus  avec  l’arbre  est  relié à son  profil  d’expression  (fortement  induit, 

faiblement induit, non modulé, ou réprimé).



Fig.I.20. (A) Niveaux d’expression relative (NER) des gènes candidats dans les feuilles d’Evereste et de MM106 après infiltration 

par  l’eau  (sur  les 3  temps), calibrés par rapport à Evereste constitutif. Points verts, M106 constitutif; boxplots verts, M106, et 

oranges, Evereste. (B) Les NER atteints après infiltration par l’eau ont été retranchés aux NER correspondant après infiltration par 

Ea t3ss.  Les  valeurs de MM106  constitutif ont également été ajoutées  (ronds  verts).  (C) Différence des niveaux d’expression 

entre Evereste et MM106, après infection par la souche sauvage d’Ea, pris avec un même calibrateur (Evereste constitutif) pour 

les gènes significativement différentiels entre les deux génotypes. Le tableau indique des différences des expressions moyennes 

calculées  sur  les  4  répétitions  entre  Evereste  et MM106  pour  les  temps  où les  niveaux  d’expression  sont  significativement 

différents. Un rectangle rouge est ajouté dans la colonne M ou E si le gène est plus exprimé chez M (valeur négative) ou E (valeur 

positive) respectivement. Concernant la carte de densité, pour les valeurs en rouge, la différence entre Evereste et MM106 est 

positive, donc le gène est plus exprimé chez Evereste que chez MM106. Pour les valeurs en bleu, la différence entre Evereste et 

MM106 est négative, donc le gène est moins exprimé chez Evereste que chez MM106.



Fig.I.21. (A) Gènes significativement induits ou réprimés par la souche sauvage d’Ea pour chacun des génotypes par rapport à son 

propre niveau constitutif. La valeur  indiquée correspond à la moyenne des  log2 du facteur de modulation de chaque répétition 

biologique;  les gènes  induits dans un génotype par  rapport à son propre niveau constitutif sont en  rouge et en bleu pour  les

gènes réprimés. Le signe = signifie qu’il n’y pas de différence, au niveau statistique, entre  les niveaux constitutif et au cours de 

l’infection, au temps donné. (B) Valeurs du tableau (moyenne de 4 répétitions biologiques) représentées pour l’acide jasmonique

(JA),  le métabolisme  secondaire et pour  l’acide  salicylique  (SA)  sous  forme de  courbes, en  fonction du  temps  (en heure).  (C) 

groupage hiérarchique des  facteurs de modulation présentés en  (A) et numérotation des principaux groupes; à chaque  temps 

correspondent  4 répétitions biologiques. 



Fig.I.22. Récapitulatif des  gènes  étudiés  et de  la manière dont  ils  se placent  les uns  par  rapport  aux  autres  en  fonction des 

corégulations décrites dans la Fig.I.19. Chaque rectangle est divisé en trois carrés, correspondant aux trois temps de prélèvement 

(6, 24 et 48 h après  infiltration). La couleur à l’intérieur des  carrés  indique  le  sens de variation du gène au  temps donné par 

rapport à son niveau constitutif (d’après Fig.I.21.A), et  lorsque  les arrêtes d’un carré sont colorées, des différences de niveaux 

d’expression significatives ont été observées (en rouge, plus exprimé chez Evereste, en bleu plus exprimé chez MM106; d’après 

Fig.I.21.C). (A) Résumé des variations de gènes observées chez Evereste. La voie de signalisation de l’acide salicylique est induite 

modérément, celle de l’acide jasmonique est faiblement induite, et celle de l’éthylène plutôt réprimée.
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(B) Résumé des variations de gènes observées chez MM106. La voie de signalisation de l’acide salicylique est fortement induite, 

celle de l’acide jasmonique fortement réprimée, et celle de l’éthylène plutôt induite.



Fig.I.23. (A) Jeunes feuilles de MM106 (à gauche) et d’Evereste (au milieu et à droite), 5 jours après inoculation par coupure avec 

des  ciseaux  préalablement  trempés  dans  une  suspension  d’Ea à 108 cfu/mL,  illustrant  la  progression  des  symptômes  chez 

MM106  le  long de  la nervure principale  (flèche). A droite, exemple de prélèvement du  limbe et de  la nervure  sur une  jeune 

feuille d’Evereste. (B) Expression de quelques gènes (calibrés par rapport à Evereste constitutif) marqueurs des voies SA, JA et ET, 

suivis dans le limbe (L) et la nervure (N) de feuilles infectées d’Evereste (Ev) et de MM106 (M), 6, 24 et 48 h après infiltration de 

la souche sauvage d’Ea.



Fig.I.24. (A) Alignement de la séquence protéique hypothétique de LTP15, avec  les LTP de Prunus domestica (P82534.1), Malus 

domestica (Mal d3, Q9M5X7.1), Phaseolus vulgaris (O24440) et Solanum lycopersicon (P93224.1). Les 8 cystéines conservées sont 

surlignées en vert, et  les motifs conservés remarquables des LTP1 en  jaune (d’après De Oliveira Carvalho et Gomes, 2007). (B) 

niveaux  d’expressions  (moyenne  et  intervalle  de  confiance  sur  4  répétitions  biologiques),  calibrés  par  rapport  à Evereste 

constitutif,  de  LTP15,  LTP2,  LTP3  et  LTP16 dans  des  feuilles  d’Evereste  (orange)  et  de MM106  (vert),  6,  24  et  48  h  après 

infiltration par de l’eau ou la souche sauvage d’Ea.
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Fig.I.25. Test de protection de semis ouverts de Golden avec du MeJA 1 et 10 mM. Les traitements ont été appliqués en une fois, 

par arrosage du substrat avec 5 mL d’eau osmosée ou de la solution de MeJA. La longueur des nécroses a été mesurée 15 jours 

après  inoculation par coupure de  la plus  jeune  feuille développée des semis, à l’aide de ciseaux  trempés dans une suspension 

d’Ea à 108 cfu/mL. *, valeur significativement différente du contrôle eau (p<0,05), n=30.

*
*



Fig.I.26. Schématisations  des  interactions  Ea‐MM106  (en  haut)  et  Ea‐Evereste  (en  bas).  Le  schéma  initial  se  base  sur  celui 

proposé par Overmeyer et al. (2003) qui met en jeu les hormones acide salicylique (SA) et éthylène (ET) comme stimulateurs de 

la production de FAO (d’origine membranaire par les NADPH oxydases, ou cytosoliques, par exemple par les chloroplastes). Dans 

ce modèle, SA et ET répriment la voie de l’acide jasmonique (JA). La production importante de FAO provoque  la mort cellulaire 

qui se propage de proche en proche, dans  le cas de MM106.  L’induction de  la voie SA vraisemblablement provoquée par  les 

effecteurs DspA/E et HrpN amplifie le phénomène, par augmentation de la production de FAO et en réprimant la voie de l’acide 

jasmonique.  Les  inductions  de  PR‐protéines  et  de  la  biosynthèse  des  isoprénoïdes accompagnent  ce  processus,  qui  semble 

incontrôlé et  conduit à l’établissement de  la nécrose  (propagation de  la mort  cellulaire  [PCD]).  Les  transporteurs de  sorbitol 

pourraient hypothétiquement  approvisionner  les  espaces  intercellulaires  pour  la  bactérie. Dans  le  cas  d’Evereste,  les  étapes 

initiales  seraient  identiques  (aux  temps 6 h et 24 h après  infiltration  les  réponses  transcriptionnelles ne  sont pas encore  très 

différentielles, bien qu’amorcées à partir de 24 h), mais le génotype réussit à contrecarrer les effets de la bactérie en maintenant 

l’expression de  la voie  JA  (par exemple par perception de DAMPs),  ce qui a pour effet de  limiter  la production de ROS et de 

contrôler  le  développement  de  la  mort  cellulaire.  Les  feuilles  du  génotype  résistant  pourraient  également  contenir  des 

polyphénols antioxydants constitutifs (PP), dont  la synthèse serait maintenue par  la voie  JA, qui participeraient au contrôle du 

choc oxydant. Les transporteurs de sucrose pourraient hypothétiquement appauvrir les espaces intercellulaires par translocation 

de  carbohydrates dans  les  vaisseaux.  Toutefois  l’occlusion  des  vaisseaux  peut  se  produire,  probablement  en  partie par  une 

accumulation de produits phénoliques.



Bogs et al., 1998Ea GFPSouche sauvage isolée de Malus sp, en AllemagnE. 
possédant le plasmide pfdC1Z′-GFP, Path+, HR+Ea1/79

Barny, 1995t3sshrcV :: MudIIPR13, CmR, Path-, HR-PMV6023

Paulin et Samson, 
1973wtSouche sauvage isolée à partir de Crataegus, Path+, 

HR+CFBP1430

Sources et 
référencesAbréviationCaractéristiques2Désignation1

Tableau I.3. Liste des souches d’E. amylovora utilisées dans l'étude. 1CFBP, Collection Française de Bactéries Phytopathogènes, 

INRA‐Angers; PMV, Pathologie Moléculaire et Végétale, INRA‐INA‐PG ; 2hrc : hypersentitive response and conserved (mutant du 

T3SS) ; Path‐ : (non) pathogène ; HR : hypersensitive response ; CmR : chloramphénicol résistant.



Tableau I.4. Liste des amorces utilisées pour le clonage des extrémités 5’ et 3’ des LTP par RACE PCR, et amorces dessinées sur 

les séquences obtenues par cette méthode pour en suivre l’expression par qPCR, NA = non réalisé.



Fig.II.1. Voie  de  biosynthèse  des  produits  phénoliques,  chacune  des  enzymes  est  indiquée  en  italique.  Les  flèches  en 

pointillés signalent plusieurs étapes. Les étapes de synthèse du squelette principal des flavonoïdes sont colorées, ainsi que 

les produits finaux potentiellement détectés chez le Pommier (dihydrochalcones, procyanidines, flavonols et anthocyanes, 

cf Tableau II.1.). En vert, voie des phénylpropanoïdes (PP), PAL = phénylalanine ammonia lyase, CAH = acide cinnamique 4‐

hydroxylase,  4CL  =  4‐coumaroyl CoA ligase.  En  noir,  voie  des  dihydrochalcones,  qui  nécessite  une  étape  de 

déshydrogénation du coumaroyl CoA, CHS = chalcone synthase. En rouge, les flavanones, CHI = chalcone isomérase, PHF = 

pentahydroxyflavanone. En jaune, les dihydroflavanones, F3H = flavanone 3‐hydroxylase. En turquoise, les flavonols, FLS = 

flavonol synthase. En bleu,  les  leucoanthocyanidines ou  flavan‐3,4‐diols, DFR = dihydroflavonol 4‐réductase. En violet,  les 

flavanols et  procyanidines,  LAR  =  leucoanthocyanidine réductase  à l’origine  de  la  synthèse  des  formes  (+),  ANR  = 

anthocyanidine réductase à l’origine de la synthèse des formes (‐) épi (comme l’épicatéchine, R1=OH, R2=H).  En marron, les 

anthocyanidines (aglycones) et les anthocyanes, ANS = anthocyanidine synthase. Les autres étapes enzymatiques : AURS = 

aurone synthase, STS = stilbène synthase. Les enzymes dont les gènes ont été étudiés dans le chapitre I sont indiquées en 

rouge. D’après Yu et Jez, 2008; Ferrer et al., 2008; Lepiniec et al., 2006.



Tableau  II.1. Principaux phénylpropanoïdes et  flavonoïdes détectés  jusqu’à présent dans  les  fruits et  les  feuilles de Pommier 

(d’après Treutter et al., 2001; Pontais et al., 2008). Pour chaque composé, quand la donnée est disponible, les valeurs minimum 

et maximum sont indiquées, tr, = traces. La masse moléculaire de chaque composé (MW) est donné à titre informatif.



Fig.II.2. Biosynthèse  des  isoprénoïdes:  les  deux  principaux  précurseurs  (en  rouge)  des  isoprénoïdes sont  l’IPP  (isopentényl‐

diphosphate) et le DMAPP (diméthylallyl‐diphosphate), tous deux des isomères, dont  le passage de  l’un à l’autre est assuré par 

l’IDI (IPP‐DMAPP isomérase). Ces précurseurs sont synthétisés dans  le chloroplaste (en vert) par  la voie du DXP/MEP (entourée 

en  jaune)  ou  bien  dans  le  cytosol  par  la  voie  du mévalonate (entourée  en  violet),  DXS  =  1‐désoxy‐D‐xylulose‐5‐phosphate 

synthase, DXR = 1‐désoxy‐D‐xylulose‐5‐phosphate réductase, LYTB = 4‐hydroxy‐3‐méthylbut‐2‐enyl diphosphate réductase, GPPS 

=  géranyl‐pyrophosphate  synthase,  LIM  =  limonène  synthase, GgPPS =  géranyl‐géranyl‐pyrophosphate  synthase,  HMGR  =  3‐

hydroxy‐3‐méthyl‐glutaryl CoA, FPPS = farnésyl‐pyrophosphate synthase. Les flèches en pointillés indiquent qu’il existe plusieurs 

étapes  enzymatiques.  Les  gènes dont  l’expression  a  été suivie par  qPCR au  cours  de  l’interaction  entre  Evereste/MM106  et 

Erwinia amylovora sont indiqués en rouge. 



Fig.II.3. (A) Chromatogrammes d’extraits de  feuilles  jeunes  (j,  en noir) et matures  (m,  en  gris) d’Evereste  (au‐dessus)  et  de 

MM106  (en‐dessous) séparés par RP‐HPLC et enregistrés à 280 nm. Les  temps de rétentions et  les rapports m/z  [M‐H]‐ sont 

indiqués  pour  chaque  composé.  (B)  Spectres  de  masse  de  la  sieboldine,  de  la  phloridzine et  de  la  trilobatine,  avec  la 

fragmentation typique des DHC en mode négatif dans  l’encart. (C) Structures chimiques des composés 1, 2 et 3 déduites des 

spectres RMN 1H et 13C.



Tableau II.2. Assignements RMN‐13C(125 MHz) pour les composés 1 et 3, enregistrés dans du méthanol deutéré.

62,562,36”

78,177,95”

71,371,14”

78,378,33”

74,774,62”

101,3101,11”

165,3165,46’

96,696,45’

164,9165,04’

96,696,43’

165,3165,42’

107,1106,81’

207,2207,0CO

31,231,4β

47,347,5α

130,2120,66

116,2116,35

156,4 (OH)144,3 (OH)4

116,2146,1 (OH)3

130,2116,52

133,9134,61

Composé 3Composé 1Attribution

noyau A

noyau B

Glucose



Fig.II.4. Quantification des DHC majeures (SIE = sieboldine, PLZ = phloridzine, TRI = trilobatine) dans les feuilles jeunes et 

matures d’Evereste (en haut) et de MM106 (en bas).



Fig.II.5. (A) Activités ORAC et piégeage du DPPH de la sieboldine (SIE), la phloridzine (PLZ), la trilobatine (TRI), la phlorétine (PLT) et 

des  composés  de  référence,  l’acide  ascorbique  (AA)  et  le  glutathion  (GSH).  Le  test  ORAC  (en  haut)  a  été réalisé avec  des 

concentrations croissantes de chacun des composés, allant de 62,5 µM à 1 mM, et le test DPPH avec des concentrations allant de 

6,25 µM à 3 mM (n=3). Pour ce dernier, l’activité est exprimée en équivalents Trolox (µmol de Trolox/µmol de composé) (A) et en 

cinétique de  réduction  (B).  (C) Comparaison des  activités de  réduction du DPPH  entre  la  sieboldine (SIE)  et  d’autres  produits 

phénoliques : cat = catéchine, epicat = épicatéchine, quer = quercétine et caf = acide caféique.



Fig.II.6. (A) Représentation en boîtes‐à‐moustaches des activités antioxydantes des extraits méthanoliques de feuilles  jeunes (j) 

et matures  (m) d’Evereste  (Ev)  et  de MM106  (M),  utilisés  à une  concentration  initiale  de  150 mg  de MF/mL.  Les  résultats, 

exprimés en équivalents Trolox (µmol de Trolox/g de MF), pour le test ORAC sont présentés en haut et pour le test du DPPH en 

bas, et ont été obtenus à partir de trois répétitions biologiques indépendantes. (B) Contribution théorique des DHC majeures à

l’activité totale des extraits de feuilles (en µmol de Trolox/g de MF), calculée comme  le produit de  la concentration de chaque 

composé dans  la  feuille  (Fig.II.4.)  par  son  activité antioxydante et  sa  masse  moléculaire.  Les  activités  totales  mesurées 

expérimentalement (A) sont également représentées dans les histogrammes (en noir) dans un but comparatif.

A

B



Fig.II.8. Mode d’action proposé des activités antioxydantes sur  la peroxydation des  lipides. Ce processus se fait en deux étapes, 

une phase d’initiation par  les FAO,  tels que  l’anion superoxyde produit au cours du choc oxydant par Ea, suivi d’une phase de 

propagation des formes radicalaires, de lipides en lipides. La sieboldine (en vert) serait efficace contre les deux étapes (corrélation 

avec la forte activité antiradicalaire contre le DPPH et l’activité ORAC) assurant un blocage de la peroxydation des lipides, tandis 

que la phloridzine (en rouge) ne serait active qu’au niveau de la phase de propagation (forte activité ORAC), ne permettant que de 

contrôler ce processus.

Fig.II.7. Conductivité (µS/cm²) du milieu d’incubation des disques foliaires de MM106 (en haut) et d’Evereste (en bas), pré‐infiltrés 

avec du paraquat à 1  (ronds ouverts), 10  (ronds gris) et 100  (ronds noirs) µM ou bien pré‐infiltrés avec du milieu d’incubation 

(croix noires). L’incubation se fait sous une forte illumination constante 170 µmol.m‐2.s‐1 (moyennes de triplicats d’une répétition 

typique).



Fig.II.10. Chromatogrammes enregistrés à 280 nm de 9 descendants résistants à Ea (R) et 9 descendants sensibles à Ea (S). Les 

individus  sont  classés  selon  la présence ou  l’absence de  sieboldine et pour  chaque profil.  Le  nombre  de  représentants  dans 

chaque profil est indiqué entre parenthèse, ainsi que les concentrations (en mg/g de MS) en sieboldine et/ou phloridzine (valeur 

la plus basse parmi les représentants, moyenne et valeur la plus haute).

Fig.II.9. Croissance d’Ea en milieu  LB  (mesure  de  la DO  à 600  nm)  après  2  h  de  contact  avec  la  phloridzine (en  haut)  ou  la 

sieboldine (en bas) aux  concentrations  indiquées, Moyennes  et  intervalles de  confiances  à 95%  calculés  sur deux  répétitions 

biologiques avec duplicats techniques (n=2).



Fig.II.11. (A) Contraction de segments d’artères mésentériques en réponse à 5x10‐5 M de phényléphrine après 30 min de pré‐

incubation de phloridzine, de sieboldine ou des vasorelaxants de  référence. Le  tempol et  l’apocynine à 10‐5 M chaque  (n = 3, 

moyennes et intervalles de confiances à 95% calculés sur trois segments d’artères provenant d’animaux différents). La valeur du 

contrôle correspond à la contraction d’une artère avant pré‐incubation. Les lettres indiquent les classes statistiques (p < 0,01). (B) 

Concentrations inhibitrices de 50% de la formation des AGEs. L’aminoguanidine a été utilisée en tant que composé de référence, 

NA = pas d’activité détectable.



Fig.II.12. Hypothèses concernant le rôle des produits de transformation de la phloridzine dans la résistance à Ea (1) par une action 

antimicrobienne directe et (2) par blocage des FAO et de la propagation de la mort cellulaire. Dans le cadre de cette hypothèse, la 

sieboldine pourrait également participer à la restriction du choc oxydant.



Fig.II.13. Voies de transformation connues pour la phloridzine. (A) Oxydation intramoléculaire de l’o‐quinone de 

3‐hydroxyphloridzine (Guyot et al., 2007). (B) Couplage oxydatif d’une molécule de phloridzine avec l’o‐quinone de 

3‐hydroxyphloridzine (Sarapuu, 1971). (C) Couplage oxydatif entre la phorétine et l’o‐quinone de 3‐hydroxyphloridzine (Raa

et Overeem, 1968).



Fig.II.14. Nomenclature des polyphénol oxydases.



Fig.II.16. Oxydation in vitro de  la phloridzine (PLZ, 25 mM) après 3 h d’incubation avec de  la tyrosinase commerciale (PPO, 100 

U/mL), de la peroxydase commerciale (POX, 100 U/mL) en absence ou présence d’H2O2 25 mM.

Fig.II.15.    (A) Structure en met, non mature  (peptide signal N‐terminal et extrémité C‐terminale présents), de  la CO  isolée de 

pomme de terre douce (Ipomoea batatas) et détail du site catalytique renfermant les deux atomes de cuivre coordonnés chacun 

par  trois histidines  (en  rouge une molécule d’ion hydroxyde piégé par  le  centre  cuivre). En  jaune  sont  représentés  les ponts 

disulfures, en bleu,  les hélices alpha et en vert,  les  feuillets beta. Les extrémités N‐ et C‐terminales sont également  indiquées. 

D’après Gerdemann et al., 2002. (B) et (C) motifs conservés sur les séquences de PPO et de laccase respectivement. Les centres 

Cu sont représentés en bleu et les histidines responsables de la coordination des atomes de cuivre par des étiquettes rouges. Les 

étiquettes  grises  symbolisent  l’emplacement  de  résidus  conservés.  Les  boîtes  cuivrées montrent  l’emplacement  du  peptide 

signal.



Fig.II.17. (A) détermination des pH optimaux pour  les activités crésolase (1) et catécholase (2), à partir d’extraits enzymatiques 

constitutifs  d’Evereste  (orange)  et  MM106  (vert).  (B)  activités  enzymatiques  crésolase (oxydation  de  la  phloridzine)  et 

catécholase (oxydation du 4‐méthylcatéchol), chacune mesurée à pH4,5 (noter le décalage d’échelle pour l’activité crésolase à ce 

pH) et pH7,5, ainsi que peroxydase et β‐glucosidase, dans des feuilles d’Evereste (orange) et de MM106 (vert), constitutivement 

ou bien 6, 24 et 48 h après  infiltration d’eau ou de  la bactérie  (Ea wt).  Les  symboles *  indiquent une différence  significative 

(comparaison des intervalles de confiance de la médiane, p<0,05) de l’activité au temps indiqué, par rapport au t0 constitutif. Le 

symbole ¤ montre une différence significative (p<0,05) entre Evereste et MM106. Les valeurs correspondent à la moyenne de 

trois répétitions biologiques (n=3). Les barres aux intervalles de confiance à 95%.



Fig.II.18. (A) Alignement des séquences protéiques de PPO déduites à partir de  leur  séquence codante du Pommier  (PPO3 et 

PPOp) et de leurs homologues (PPO2 Prunus et PPO1 Malus). Les séquences d’une PPO de vigne (S 52629) et d’une aureusidine

synthase d’Antirrhinum (BAB 20048) ont été ajoutées dans un but de comparaison. En gris clair est représenté le peptide signal 

N‐terminal (environ 15 KDa) destiné à être clivé et en gris clair hachuré, le domaine C‐terminal, également destiné à être clivé. En 

vert foncé, le motif d’adressage aux thylakoïdes, en rouge, un résidu arginine conservé et impliqué dans la structure secondaire 

de la protéine, en orange les histidines des sites CuA et CuB nécessaires à la coordination des atomes de cuivre, en vert pâle, un 

résidu  cystéine  potentiellement  impliqué dans  des  ponts  disulfures  avec  l’extrémité N‐terminale,  en  bleu  ciel,  le  résidu 

phénylalaline limitant  l’accès  au  site  CuA dans  la  structure  secondaire  et  en  violet,  les  deux  tyrosines,  impliquées  dans 

l’interaction avec le résidu arginine en rouge. D’après Marusek et al., 2006. (B) Phylogramme construit par Neighbor‐Joining de 

l’alignement  des  séquences  de  PPO  de Malus  avec  celles  d’autres  espèces:  Solanum=  Solanum lycopersicon,  CAG25739.1  et 

CAA78295.1,  Triticum=  Triticum aestivum,  BAH36897.1,  Populus‐tricho=  Populus trichocarpa,  AAU12256.1,  Populus‐Balsa= 

Populus balsamifera subsp,  trichocarpa, AAU12257.1, Vicia  faba, CAA77764.1.  (C) Masses peptidiques et points  isoélectriques 

prédits (Compute pI/MW sur le site ExPASy, http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html) pour les 4 PPO.



Fig.II.19. (A) Profils d’expression des gènes de PPO isolés chez Evereste (jaune) et MM106 (vert), constitutivement (t0) et après 

infiltration  des  feuilles  par  l’eau  et  la  souche  sauvage  d’Ea.  Les  deux  courbes  pour  chaque  gène  (ronds  ouverts  et  pleins) 

correspondent  à deux  répétitions biologiques  indépendantes.  (B) Activité catécholase (100 mM de 4‐méthylcatéchol)  sur  gel 

d’IEF d’extraits enzymatiques d’Evereste et de MM106, constitutifs ou 24h après  infiltration par de  l’eau ou  la souche sauvage 

d’Ea. Les  flèches  indiquent  les principales  formes  induites au  cours de  l’interaction avec Ea.  (C) Activité crésolase (10 mM de 

phloridzine)  sur gel de SDS‐PAGE d’extraits enzymatiques  constitutifs d’Evereste  (Ev) et de MM106  (M).  Les deux pistes pour 

chaque génotype correspondent à deux répétitions biologiques indépendantes.
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Fig.II.20. Transformation in vitro de la phloridzine (5 mM) en présence d’extraits enzymatiques d’Evereste (Ev) ou de MM106 (M), 

constitutifs (t0) ou infectés (inf). (A) Pouvoir antibactérien des produits de la réaction, déposés initialement (0h), 30 minutes, 1 et 

2 heures après le lancement de l’incubation, sur boîte pré‐ensemencée par une nappe d’Ea 108 cfu/mL, (B) Chromatographie sur 

couche  mince  des  produits  de  transformation  de  la  phloridzine,  obtenus  après  incubation  avec  les  extraits  enzymatiques 

constitutifs (en haut) ou de feuilles infectées (en‐dessous), révélés par la coloration à la vanilline‐HCl. Les flèches désignent des 

produits d’oxydation jaune apparaissant chez Evereste. (C) Evolution des quantités en phloridzine et phlorétine dans les extraits 

constitutifs et infectés au cours du temps, calculées à partir de l’intensité (densité/aire) des spots sur les CCM présentées en (B).
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Fig.II.21. (A)  et  (B)  Incubation  de  la  phloridzine avec  les  extraits  enzymatiques  d’Evereste  et  de MM106  dans  les  mêmes 

conditions que celles décrites dans la légende de la Fig.II.20., excepté que 10 mM de gluconolactone (glucon.) ont été ajoutés à

chacune des  réactions.  (C)  Pourvoir  bactéricide  évalué sur  boîte  des  produits d’incubation  de  5 mM de phloridzine avec  les 

extraits constitutifs d’Evereste et de MM106 en présence de différentes concentrations d’acide ascorbique ou de gluconolactone

(de + à ‐, 10 mM, 5 mM et 2,5 mM).
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Fig.II.22. (A)  chromatogrammes  UV  (280  nm,  en  noir)  et  Visible  (400  nm,  en rouge)  des  produits  de  transformation  de  la 

phloridzine après  30 min,  1  et  2  h  d’incubation  en  présence  d’extraits  enzymatiques  de  feuille  d’Evereste  constitutive  ou 

infectées), en présence ou non de gluconolactone (G) et spectres de masses de principaux pigments. Ces résultats indiquent que 

les voies de transformations sont en compétition car  les produits sont formés dans des proportions différentes. POPj = produit 

d’oxydation de  la phloridzine jaune  (Guyot  et  al., 2007).  (B)  Formation  et  structures hypothétiques  des  composés  ayant des 

rapports m/z = 721 et 559, produits  lorsque  l’activité β‐glucosidase est présente, avec  l’endroit supposé de  fragmentation en 

mode négatif (en vert).
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Fig.II.24.  (A)  Croissance  d’Erwinia  amylovora en  milieu  riche  en  présence  de  phloridzine (A1),  de  catéchine  (CAT)  ou 

d’épicatéchine (EPI) (A2) à 2 mM, ajoutée initialement ou après 1 ou 12 h d’incubation avec les extraits enzymatiques d’Evereste. 

(B) Produits de réaction de l’expérience décrite en (A), à différents pH : 5,5, 6,5, et 7,5.

Fig.II.23. Chromatogramme UV (280 nm en traits pleins, échelle à gauche) et à 400 nm (pointillés, échelle à droite) des produits 

de  réaction obtenus au bout de 2h de  contact entre  la phloridzine et  les  extraits  enzymatiques de  feuilles  saines d’Evereste 

(orange,  en  haut)  et  de MM106  (en  vert,  en  bas).  Les  ellipses  bleues  indiquent  la  phlorétine et  la  quinone  du  conjugé 3‐

hydroxyphlorétine‐phlorétinE. qui pourrait être antibactérien (ellipse bleue avec ?).



Fig.II.25. (A) Exemple de cinétique d’incubation d’un broyat de feuilles d’Evereste, avec l’importante oxydation qui se produit au 

cours du  temps.  (B) Survie d’Ea après 30  (carrés blancs) et 120 min  (carrés noirs) de contact dans  les broyats d’Evereste  (en 

orange) et de MM106 (en vert). (C) Chromatogrammes UV‐Visible (280 nm en noir et 420 nm en rouge) d’extraits méthanoliques

de broyats de feuilles d’Evereste (fond orange) et de MM106 (fond vert), prélevés 30’, 60’ et 120’ après incubation. (D) Evolution 

du rapport phlorétine/phloridzine (PLT/PLZ), calculé à partir des aires de pics, chez Evereste (en orange) et MM106 (en vert).

A

B

C

D



Fig.II.26. Détail des principaux pics détectés à 400 nm dans  les extraits de broyats de  feuilles d’Evereste  (orange) et MM106 

(vert), prélevés après 2 h d’incubation à température ambiante. Pour  chacun de  ces pics  sont donnés  le  spectre UV‐Vis et  le 

spectre  de masse  (quand  cela  a  été possible),  ainsi  que  les maxima  d’absorption  et  les masses  des  ions  remarquables.  Les  

composés peuvent être répartis en 5 classes, en fonction de  leur spectre d’absorption UV‐Vis: en bleu,  les composés ayant un 

maximum  d’absorption  à 280  nm  et  un  plateau  vers  350  nm,  en  violet,  ceux  ayant  leur maximum  vers  350  nm,  en  jaune, 

maximum d’absorption vers 420 nm, en rouge, les composés ayant deux maximum d’absorption, à 280 nm et vers 400 nm, et en 

noir, ceux ayant un maximum d’absorption à 280 nm.



Fig.II.27. (A) Analyse de surnageants de broyat de feuilles saines d’Evereste (Ev) et de MM106 (M) obtenus après centrifugation 

du  prélèvement  aux  temps  indiqués  :  pouvoir  antibactérien  sur  boîte  pré‐ensemencée  avec  une  suspension  d’Ea.  (B) 

Chromatogrammes UV  (280 nm) des  surnageants et  culots analysés par HPLC.  La  courbe en  jaune  correspond à l’échantillon 

prélevé dès  le  début  du  broyage  et  les  courbes  orange  et  violette  aux  échantillons  prélevés  après  30  min  et  120  min 

respectivement. SIE=sieboldine, PLZ=phloridzine, TRI=trilobatine, PLT=phlorétine. (C) Croissance d’Ea après 120 min de contact 

avec le culot (C) ou le surnageant (S) de broyats de feuilles saines (ni) et de feuilles infectées depuis 24h (i). 
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Fig.II.28. (A) Voies préférentielles de la transformation de la phloridzine par les enzymes d’Evereste. Les deux voies conduisant (i) 

à la déglucosylation de la phloridzine en phlorétine et (ii) à la formation d’o‐quinones sont actives dans ce génotype. Les produits 

de ces deux voies se conjuguent par couplage oxydatif. Les flèches en pointillés indiquent des hypothèses.



Fig.II.28.  (B)  Voies  préférentielles  de  la  transformation  de  la  phloridzine par  les  enzymes  de  MM106.  La  réaction  de 

déglucosylation de la phloridzine est prédominante (1), la phlorétine ainsi libérée peut alors être oxydée puis être sujette à des 

couplages oxydatifs. Les flèches en pointillés indiquent des hypothèses.



Fig.II.29. Activité de piégeage de radical DPPH exprimée en µmol de Trolox par g de MF, des extraits méthanoliques de feuilles de 

MM106 (vert) et d’Evereste (orange), au cours de l’infection par Ea, inoculée par infiltration à 107 cfu/mL.

Fig.II.30. (A) Dosage  de  l’activité β‐glucosidase constitutive  dans  des  extraits  enzymatiques  des  4  descendants  décrits  en  (B), 

d’Evereste  (Ev) et de Robusta  (Rob).  (B)  incubation de 5 mM de phloridzine à pH 7,5 et 5,5 avec  les extraits enzymatiques de 

Robusta  (R),  MM106  (M)  et  Evereste  (E),  ainsi  que  de  4  descendants  représentant  les  4  profils  (résistant/sensible  et 

présence/absence de sieboldine), SIE = sieboldinE. R = résistant, S = sensiblE. Photo prise 24 h après  incubation à température 

ambiante. Noter l’opacification liée à la libération de phlorétine dans certains puits (flèches noires). 



Tableau II.3. Liste des amorces utilisées pour le clonage des extrémités 5’ et 3’ des PPO par RACE PCR, pour la PCR longue 

distance (LD‐PCR) et des amorces dessinées sur les séquences obtenues par cette méthode pour en suivre l’expression par qPCR, 

NA = non réalisé.


