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AVANT-PROPOS 

Les travaux présentés ici ont été réalisés au laboratoire de recherche « Immunité 

végétale: · génomique fonctionnelle des pathosystèmes », dirigés par le professeur 

Hugo Germain, à l' Université du Québec à Trois-Rivières. 

Parce qu'ils sont capables d ' évoluer pour déjouer les défenses de leurs hôtes, les 

phytopathogènes font peser une menace permanente sur des cultures essentielles pour 

1 'homme, telles le chancre bactérien des agrumes dû à Xanthomonas citri subsp. citri qui 

a entraîné la perte de millions d'arbres aux États-Unis et au Brésil , ou la maladie de 

Pierce due à Xylella fastidiosa qui entrave la culture de la vigne dans certaines régions 

des Etats-Unis. Pour protéger les plantes contre les maladies, il importe donc de bien 

connaître les mécanismes généraux du système immunitaire inné des plantes induit par 

les phytopathogènes. 

C ' est pour contribuer à cette connaissance que nous avons choisi d'étudier les 

changements au niveau nucléaire chez la plante conduisant à la réponse immunitaire 

innée suite au traitement au chitosane. 



RESUMÉ 

Les plantes sont fréquemment soumises à des agressIOns par des agents 
phytopathogènes. Pour lutter contre ces agresseurs, elles ont dû développer des 
mécanismes de défense. Ces mécanismes complexes sont activés par la plante après 
reconnaissance de l' agent pathogène. Il s'établit alors un dialogue moléculaire entre la 
plante et son agresseur, dont l' issue détermine le type de relation entre la plante et 
l'agent pathogène: résistance ou maladie. L' induction de la défense est médiée par la 
détection de MAMP ou PAMP (Microbe or Pathogen Associated Molecular Pattern) 
comme la flagelline et la chitine, ce qui améne à la réponse MTI (Microbe Triggered­
Immunity). 

Le chitosane, ~-l ,4- glucosamine, est la forme déacétylée de chitine. JI est un composé 
principal des parois dés agents fongiques, et il joue un rôle dans l' induction de la 
défense contre les pathogènes chez plusieurs espèces de plantes. Bien que le rôle du 
chitosane dans le processus physiologique et métabolique a été décrit, la 
reprogrammation nucléaire due au chitosane est encore largement inconnue. Peu de 
choses sont connues sur les mécanismes par lesquels les plantes peuvent reconnaître le 
chitosane et il n'est pas clair si le récepteur de la chitine CERKI (Chitin Elicitor 
Receptor Kinase) est requis dans la perception du chitosane. Il a été démontré que le 
chitosane peut se lier faiblement à CERKI (Petutsching et al. , 2010). 

Dans cette étude, nous avons cherché à découvrir les composants protéiques qui 
participent au MTI (MAMP-Triggered Immunity) en utilisant une approche 
indépendante de phénotype et qui nous permettait d'identifier les protéines qui se 
relocalisent vers le noyau suite à l' induction de PTI (PAMP Triggered-Immunity) par le 
chitosane. Nous rapportons sur le protéome nucléaire de la plante Arabidopsis 
Columbia-O (type sauvage) et de cerkl (chitin elicitor receptor kinase) mutée, 15 min 
après l' induction de la MTI par le chitosane. Notre approche a révélé que la plante 
mutée cerkl traitée par le MAMP (Microbe Associated Molecular Pattern) montre 
beaucoup de protéines communes avec la plante Arabidopsis Col-O traitée avec du 
chitosane. La plante cerkl montre également plusieurs protéines uniques, qui sont 
absents de Col-O traité par le chitosane. Une analyse détaillée des protéines identifiées 
montre qu'il y a une accumulation nucléaire des enzymes de modification de l'ADN, des 
protéines de liaison à l'ARN et de certaines protéines ribosomales. Aucune nouvelle 
MA PK n'a été identifié, mais RACK1 (Receptor for Activated C Kinase 1) qui est une 
protéine de type « scaffold » impliquée dans la défense et une TIR-NB-LRR impliquée 
dans la résistance à Leptosphaeria maculans ont été identifiés. 

Mots-clés: MAMP, MTI, chitosane, protéome, noyau , MAPK, Arabidopsis thaliana. 
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

Tout ce que l' homme mange est issu de la terre, et l' agriculture a toujours été un 

enjeu majeur pour l' humanité. La population mondiale est en constante augmentation: il 

y a 80 millions de naissances par an et nous sommes aujourd ' hui 7 milliards d' habitants 

sur terre et il est estimé qu ' un mi ll iard de personnes souffrent de la faim dans le monde. 

Selon les démographes, nous serons 9 milliards en 2050 (Figure 1.1); comment 

réussirons-nous à nourrir 9 milliards de personnes en 2050? L' une des solutions 

proposées est de doubler la production agricole mondiale. Mais face à de nouvelles 

contraintes, les solutions qui ont permis d ' augmenter la productivité de l'agriculture au 

XX le siècle (amél ioration des cultivars, révolution verte, mécanisation, superficie des 

cultures, irrigation de masse) montrent actuellement leurs limites. 

CROISSANCE ET ESTIMATION 
DE LA POPULATION MONDIALE 

(en milliard) 

251 2,75 
1,75 1,86 2,07 2.30 ' 

Figure 1.1 Croissance et estimation de la population mondiale de 1910 à 2050 

(en milliards) (Source F AO). 
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1.1 Les défis dans le domaine de l'agriculture 

Entre la demande mondiale en pleine croissance, les rendements stagnants qui 

conduisent à des transferts vers de nouvelles espèces ainsi que la hausse des coûts de 

production, l' agriculture se trouve face à de nombreux défis. 

1.1.1 Urbanisation croissante 

Au cours des 40 prochaines années, un certain nombre de phénomènes viendront 

menacer la sécurité alimentaire mondiale. Il est estimé que la population mondiale, qui 

était de 6,9 milliards d'individus en 2010 (Nations Unies, 2009), passera à environ 

9,2 milliards en 2050; elle augmentera essentiellement dans les régions les moins 

développées, les taux de croissance démographique les plus élevés se situant dans les 

pays les plus pauvres (Nations Unies, 2009). En 2050, 70 pour ' cent de la population 

vivra dans des villes, contre 50 pour cent à l'heure actuelle. Si la tendance se poursuit, 

cette urbanisation, additionnée à l' étalement urbain et conjuguée à l'augmentation des 

revenus dans les pays en développement, entraînera une augmentation de la 

consommation de viande, ce qui intensifiera la demande de céréales fourragères , 

parallèlement à une utilisation sans cesse accrue de denrées agricoles pour la production 

de biocarburants. D'ici 2020, les pays industrialisés pourraient consommer jusqu'à 

150 kg de maïs par habitant par an en vue de la transformation en éthanol - à parité avec 

la consommation alimentaire de céréales dans les pays en développement (Rosegrant et 

al., 2008), tandis qu ' à l' heure actuelle, la consommation de maïs est de 76 kg par 

habitant (F AO). 

Selon la F AO (Food and Agriculture Organisation), en comptant 0,4 km2 pour les 

logements en infrastructures nécessaires à 1 000 personnes, la croissance démographique 

mondiale entre 1995 et 2030 devrait mobiliser à elle seule 1 millions d'hectares 

supplémentaires de terre à des fins non agricoles. 
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1.1.2 Changement des habitudes alimentaires 

Les habitudes alimentaires des populations des pays riches demandent beaucoup 

de ressources et consomment beaucoup d'énergie. Au Canada, l' alimentation a beaucoup 

évolué depuis 50 ans. La consommation de viande a presque doublé (de 44 kg par an en 

1950, elle est passée à 85 kg en 2007 et 93 kg en 2013 selon statistiques canada), alors 

que la consommation de céréales (pain) a été divisée environ par 3 et celle de certains 

légumes (notamment la pomme de terre) par 7 (Garriguet, 2008). 

Tableau 1.1 

Consommation des différents produits en kg par personne par an entre 1950 et 2008 

(Source: Statistiques Canada) 

Produits 1950 2008 
1 , 

Fmitc; 38 58 
1 

,~ 

Légumes 60 55 ! 
l 

1 

Viandes 44 85 

Poissons 10 Il 
,_"""'>_ .... ~-.-.-~-.-.....,.Y<.-u""""'-.. ....,..~..,...~" __ .................. ~ ............. " ...... .-.. ........... ,"' ...• ~...,.~ ...... ~ ___ • _. __ ...... ,» .. ,,_.» ...... ~ ........... _ ... ~-_. 

Fromages 5 10 

Pain 121 42 

--
• Pomme de terre 153 22 

• Vin (en litre) 1 

1 

143 51 

Au cours des dernières décennies, les populations des pays émergents disposant de 

revenus plus importants, comme l'Asie et l'Amérique latine, ont également augmenté 

leur consommation de viande de 5 à 6 % par an, alors que celle des pays pauvres, 

comme l'Afrique subsaharienne, le Proche-Orient et l'Afrique du Nord, n'a pas 
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augmenté. Or, ces évolutions des modes d'alimentation , s'ils sont en général synonyme 

de meilleure croissance et meilleure santé, ne sont pas sans impact sur l'environnement. 

Cette consommation de viande accrue augmente la consommation en eau potable, 

dioxyde de carbone, méthane et est très néfaste pour l'environnement. 

1.1.3 Problèmes rencontrés chez les végétaux 

Les plantes sont constamment exposées à leur environnement et ne peuvent 

échapper aux situations stressantes. L 'ensemble des facteurs stressants contribuant à 

faire souffrir la plante est qualifié respectivement de biotiques ou abiotiques (bios = vie 

en grec) selon qu'ils sont dus à des organismes vivants (insectes, virus et bactéries) ou à 

d'autres facteurs (sécheresse et manque de luminosité). 

1.1.3.1 Stress abiotique chez les plantes 

Le stress abiotique est déclenché par: le gel, la chaleur, les chocs de températures, 

la salinité, le manque d ' eau, le rayonnement solaire, les carences nutritives et le vent 

(Figure 1.2). 

Le réchauffement planétaire actuel provoque des changements climatiques dont les 

conséquences se font déjà ressentir. Les phénomènes climatiques extrêmes comme les 

tempêtes et les ouragans sont de plus en plus fréquents; les températures augmentent et 

les précipitations sont de plus en plus irrégulières. Certaines régions connaissent une 

sécheresse qui rend la terre difficilement cultivable et les déserts s'étendent de façon 

irréversible. D'autres régions connaissent des périodes de pluies de plus en plus intenses 

causant des inondations, et détruisant les terres cultivées. 

Le réchauffement planétaire entraîne également la fonte des glaciers et une 

augmentation du volume des océans. Cela a pour conséquence l'élévation du niveau de 

la mer qui s'est élevée de 12 cm depuis 1880. Il est estimé qu'il pourrait monter de 40 cm 

à 120 cm d'ici 2100, réduisant un peu plus la quantité de terres cultivables (selon FAO). 
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1.1.3.2 Stress biotique chez les plantes 

Un stress biotique est un stress résultant de l'action néfaste d'un organisme vivant 

sur un autre or~anisme vivant telle qu'une attaque par un pathogène. Ces agents peuvent 

être des champignons, des bactéries, des virus, des nématodes, et des insectes 

(Figure 1.2). Ces pathogènes, en infectant les végétaux, vont affecter la croissance et le 

rendement et peuvent causer leur mort. Les maladies biotiques des plantes maraîchères 

incluent les bactéries, les virus' et les champignons, et qui se développent à la faveur de 

conditions particulière (chaleur, humidité, insecte vecteur, et blessures) provoquant ainsi 

des pertes considérables de production variant selon le type de la culture. Comme tout 

stress, les maladies parasitaires affectent la croissance, la fertilité et la productivité des 

plantes. 

Les maladies de la pomme de terre sont particulièrement connues. En fait, durant 

son cycle de développement, la pomme de terre est soumise à l'attaque de pathogènes 

diverses qui sont dues principalement à des champignons comme Phytophthora 

infestans l'agent causal du mildiou de la pomme de terre, des virus tels que le virus Y de 

la pomme de terre et des bactéries. P. infestans est responsable de la plus grande 

migration humaine causé par l'alimentation de l'ère moderne (Schumann et D'Arcy, 

2015), des dizaines de milliers d'Irlandais affamés ayant fui leur pays lors de cette 

épidémie. Ce type de pathogènes, en infectant le feuillage, les racines et/ou les 

tubercules, provoquent des retards à la germination, l'affaiblissement des plantes, la 

mort prématurée et/ou la mauvaise qualité des tubercules. 

Certaines infections peuvent apparaître ou continuer à se développer sur les 

tubercules pendant la période de conservation, ce qui entraîne une perte importante qui 

est estimée mondialement à presque 30 % (Rousselle et al., 1996). 
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Abiotie stress Biolle stress 

Figure 1.2 Les stress biotiques et abiotiques chez les plantes. 

(Crédit photographique : Gravot, Université des Rennes, France). 

1.2 Solutions envisagées 

1.2.1 Pesticides 

Le terme pesticide regroupe les substances chimiques destinées à repousser, 

détruire ou combattre les ravageurs et les espèces indésirables de plantes ou d'animaux 

causant des dommages aux denrées alimentaires et aux produits agricoles. Environ 

350 produits différents sous forme d' herbicide, insecticide, fongicide, nématicide, et 

autres, sont utilisés aux États-Unis de nos jours (selon F AO). Les pesticides sont utilisés 

dans le domaine agricole dans le but de : 

Protéger les cultures contre les organismes nuisibles, 

Assurer des récoltes régulières 
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Maintenir la qualité des aliments. Par exemple, la protection fongicide, en 

complément des pratiques culturales, contribue à lutter contre les champignons 

dont certains produisent des mycotoxines extrêmement dangereuses pour la 

santé. Un autre exemple, le développement de Datura (mauvaise herbe) dans les 

cultures légumières peut conduire à la présence de graines toxiques. 

Cependant, l' utilisation massive des pesticides pose des problèmes au niveau 

environnemental et au niveau de la santé : 

Risque de pollution de l'eau: l'eau est précieuse au quotidien. L 'amélioration de 

la qualité des eaux est donc un enjeu majeur. Il faut limiter au maximum la 

probabilité de retrouver des traces de pesticides dans les nappes phréatiques ou 

les eaux superficielles. 

Risque de pollution de l'air: lorsqu ' un pesticide est pulvérisé pour protéger une 

culture, une partie du produit peut se volatiliser (AI-Saleh, 1994). 

Inévitablement, avec cette infiltration dans les sols, et dans l'eau, l'homme est 

menacé. Les pesticides sont accusés de causer plusieurs maladies, comme 

l'asthme, la maladie de Parkinson, certains cancers et des malformations (Hoppin 

et al. , 2007; Rugbjerg et al. , 2011 ; Multigner et al. , 2010). Les pesticides sont 

également accusés d'être structuralement trop proches des hormones (comme le 

Manèbe qui a un effet sur le dérèglement de la thyroïde, notamment en inhibant 

la sécrétion de l'hormone Thyroxine ), de menacer le système nerveux et de 

réduire la fertilité (Mesnage et al. , 2014; Jamal , 1997; Olivia et al. , 2001 ; 

Greenlee et al. , 2003). De plus, ils sont retrouvés dans les tissus adipeux du 

cerveau, dans le sang, dans le lait maternel, dans le foie , dans le placenta, dans le 

sperme et dans le sang du cordon ombilical des êtres humains (Gatignol , 2007). 

1.2.2 Organisme génétiquement modifié (OGM) 

Un organisme génétiquement modifié, ou OGM est une désignation qui s' emploie 

pour un être vivant dont le génome a été délibérément modifié suite à une intervention 
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humaine, selon les techniques du génie génétique. Les plantes génétiquement modifiées 

les plus cultivées au monde sont le maïs et le soja. L'essentiel de ces cultures synthétise 

des molécules insecticides et/ou tolère de fortes doses de pesticides (Berlan, 2012). Elles 

sont conçues dans le but d'améliorer les rendements de production en limitant les pertes 

par les ravageurs ou la concurrence avec des plantes rivales. La principale technique de 

conception des OGM est la transgenèse, grâce à laquelle un ou plusieurs gènes d' intérêt 

sont introduits. On parle alors d'organismes transgéniques. Mais, les plantes 

génétiquement modifiées et cultivées en champs font l'objet de vives critiques de la part 

d' une partie de la population, et différentes actions de fauchage de plants OGM ont déjà 

fait l'objet de médiatisation. Plusieurs reproches sont adressés aux OGM. D'abord , la 

dissémination possible des gènes et la contamination des plantes voisines bien qu ' ils 

soient généralement mâles stériles. Certains estiment que ces plantes pourraient avoir 

des impacts négatifs sur la santé. Il est aussi invoqué que les OGM pourraient être 

toxiques envers d'autres insectes « non ciblés ». Certains pourraient être des insectes qui 

ne sont pas considérés comme « ravageurs » et même bénéfiques pour l'écosystème, d'où 

leur nom d'insectes « utiles » par exemple: les abeilles, les papillons, les coccinelles ... 

Aux États-Unis, une expérience a été réalisée sur le Monarque, papillon réputé 

d'Amérique du Nord. Les chenilles de ce papillon ont été nourries de feuilles recouvertes 

du pollen d'un maïs GM, le maïs Bt. Ce maïs produit donc un insecticide pour résister à 

la pyrale, une chenille qui s'attaque à la tige du maïs. Ces chenilles de papillon ont connu 

une croissance plus lente que la normale et on a vu la mortalité augmenter fortement. Il y 

a donc un certain « danger » pour les papillons (Tyler Flockhart, 2015). Comme montré 

dans le cas du maïs Bt, de nombreux insectes développent une résistance ou plus 

simplement une tolérance à l'insecticide produit par la plante GM (Tabashnik et al. , 

2013). La capacité initiale de la plante GM n'a donc plus l'effet escompté, il faut donc 

que l'agriculteur utilise à nouveau des insecticides et cette fois-ci à dose plus importante, 

car l'insecte est devenu plus résistant. 
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1.2.3 Stimulation des défenses naturelles (SDN) 

À l' instar du système immunitaire des animaux, les plantes possèdent un ensemble 

de mécanismes de défense (résistance induite), activé lorsque certaines molécules émises 

par les bio-agresseurs sont détectées par la plante (Dangl and Jones, 2001 ; Zipfel, 2009). 

La stimulation des défenses naturelles des végétaux cultivés consiste, selon un principe 

qui rappelle celui de la vaccination, à activer le système de défense des cultures de sorte 

qu ' elles se trouvent en état de résistance au moment d' une éventuelle agression (Denoux 

et al. , 2008). Par ailleurs, comme la vaccination, cette protection n'est pas infinie dans le 

cas des plantes, elle s'estompe après environ deux semaines. Les molécules qui 

induisent cette résistance sont appelées « éliciteurs » ou « stimulateurs des défenses 

naturelles des plantes » (<< SDN » ou « SDP »). Ce sont des molécules qui sont 

reconnues par les plantes soit comme le signal initial d ' une agression, soit comme un 

signal d ' alerte intervenant dans la cascade de signalisation. Le concept de « résistance 

induite » pour protéger les plantes par les stimulateurs des défenses naturelles (SDN) a 

été émis en 1975 (Albersheim et al. , 1975). Selon leurs natures, certains SDN restent 

dans le champ du biocontrôle (micro-organismes, substances naturelles) ; d'autres non. 

Il faut d ' ailleurs signaler la présence sur le marché d ' un certain nombre de produits 

revendiquant une action de stimulation des défenses des plantes, mais ne possédant pas 

d 'homologation pour cet usage (de tels produits sont souvent homologués en tant que 

matières fertilisantes) , si bien que leur efficacité n'est pas garantie et que leur usage 

comme produit phytosanitaire n'est pas autorisé. En pratique, les traitements à l' aide de 

SDN doivent être utilisés de façon préventive et renouvelés, car leur persistance est 

limitée. Il arrive de plus que les plantes ne soient pas réceptives au moment du 

traitement (notamment si elles sont soumises à des stress abiotiques). Au-delà d ' une 

certaine pression parasitaire, un traitement chimique d ' appoint en mélange ou dissocié 

est recommandé. 
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1.2.3.1 Principe des SDN 

Les défenses naturelles des plantes 

• Mécanismes généraux 

Défense passive 

Les plantes, au cours de leur évolution, ont mis en place des barrières protectrices 

contre les bioagresseurs: cuticule, paroi pectocellulosique, etc. Ces barrières 

mécaniques leur confèrent une résistance constitutive, notamment face aux agents 

pathogènes (Kauffmann et al. , 2001). Mais si ceux-ci réussissent à les franchir, ils 

rencontrent les mécanismes de défense active. 

Défense active 

Certains des mécanismes de défense active peuvent même être visibles à l'œil nu, 

c'est le cas de la réaction d' hypersensibilité (HR). La réaction HR est une réaction 

spécifique basée sur le concept gène-pour-gène de FIor, dans laquelle le produit du gène 

d' avirulence du pathogène est reconnu par le produit du gène de résistance de la plante 

(FIor, 1971). Cette réaction intense se manifeste par la mort de la cellule hôte qui, avant 

de s' autodétruire, aura émis des signaux d' alerte vers les cellules voisines pour créer une 

zone de résistance locale acquise (de l'anglais local acquired resistance, LAR). Il 

s'ensuit la synthèse de molécules de défense antimicrobienne à action directe ou 

indirecte. Ces premières lignes de défense sont très efficaces pour confiner le pathogène 

et retarder son invasion dans l'organisme. La propagation des signaux et la synthèse des 

molécules de défense peuvent se généraliser à la plante entière: il s' agit de la résistance 

systémique acquise (SAR). Ce type de résistance est certes moins intense, mais plus 

durable: la plante est préparée à une nouvelle attaque du pathogène ou d'un autre 

agresseur et pourra y répondre plus rapidement (Kauffmann et al. , 2001). Ces 
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mécanismes de défense se décomposent grossièrement en trois phases: reconnaissance, 

signalisation puis réactions de défense. 

• Mécanismes moléculaires 

Reconnaissance de l'agent pathogène 

La perception d 'un agent pathogène implique la reconnaissance d ' un éliciteur 

spécifique ou non spécifique (le terme éliciteur a pour origine étymologique le verbe 

anglais ta elicit : provoquer). 

La plante possède deux lignées de protéines pouvant induire la défense: une première 

constituée de récepteur de surface cellulaire de type récepteur kinase qui perçoivent de 

motifs conservés des pathogènes (Dangl et Jones, 2006). Ces motifs conservés sont 

appelés en anglais pathagen assaciated malecular pattern (ou P AMP). La réponse 

immunitaire engendrée par les récepteurs kinases qui perçoivent les PAMP est appelée 

PTI ou fAMP Iriggered lmmunity. Cette réponse est de faible intensité bien que 

généralement suffisante à contrer le pathogène. La seconde lignée de défense est 

intracellulaire et est constituée de protéines de résistance toujours constituées de 

domaines NB (nucleotide binding) et LRR (leucine rich repeat) ayant un domaine 

N-terminal CC (coil-coil) ou TIR (Toll Interleukin Receptor). Lorsque qu ' activée suite à 

la reconnaissance d'un facteur de virulence du pathogène, ce sont ces protéines qui 

déclenchent la réponse hypersensible, celle que nous pouvons voir à l' œil nu caractérisée 

par des zones de nécroses (Figure 1.3) .Bien que ces deux types de protéines (de surface 

et intracellulaire) puissent activer la réponse de défense, seuls ceux reconnus par les 

récepteurs de surface cellulaire seront abordés en détail dans ce mémoire. 
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Figure 1.3 : Le mécanisme générale de la réponse de défense chez les plantes. 
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Les éliciteurs généraux, exogènes ou endogènes, sont de nature chimique variée 

(Kauffman et al. , 2001). Les éliciteurs exogènes sont des molécules provenant 

directement de l' agent pathogène (des P AMP), par exemple des B-glucanes ou la chitine 

issue de la paroi des champignons agresseurs (Kauffman et al. , 2001). Les éliciteurs 

endogènes sont des molécules issues de la plante elle-même; ils peuvent être libérés une 

fois que la cellule a été attaquée, notamment lors de la dégradation de la paroi cellulaire. 

Ce sont par exemple des fragments polysaccharidiques ou des oligogalacturonides 

provenant de la dégradation de la pectine (Pautot et al. , 1999). Les éliciteurs généraux 

activent la voie d ' immunité PTI (PAMP Triggered immunity) (Aziz et al., 2004). La 

réponse PTI déclenche une réponse en plusieurs temps. 

La réponse précoce 

Elle a lieu quelques minutes après la reconnaissance des éliciteurs. Cette réponse 

se manifeste séquentiellement par : 

des flux ioniques à travers la membrane plasmique (influx d ' ions calcium et de 

protons, efflux d ' ions potassium et chlorure); 

l' activation de protéines kinases, permettant des phosphorylations de protéines; 
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l'activation des protéines G généralement associées à des récepteurs 

membranaires; 

la production de formes très réactives de l'oxygène (Ebel et al., 1998; Klarzinsky 

et al., 2001). Concernant ces formes réactives de l' oxygène, attardons-nous sur 

l'anion superoxyde O2- et le peroxyde d ' hydrogène H20 2 (qui est la forme la plus 

stable). Ceux-ci sont essentiellement produits par la NADPH oxydase, localisée 

sur la membrane des cellules végétales. Leur action dans le cadre d'une réponse 

précoce est directe: le H20 2 inhibe la germination de spores de plusieurs 

champignons pathogènes. 

Les radicaux oxydants renforcent aussi la paroi végétale en polymérisant des 

protéines de la paroi végétale et provoquent la mort des cellules végétales en 

peroxydant les lipides de leur membrane (Kauffmann et al., 2001). La réponse 

précoce est ensuite amplifiée par des réactions de défense proprement dites qui 

sont le plus souvent induites via une cascade de signalisation. 

Voies de signalisation et réactions de défense locale intermédiaire 

Épaississement de la paroi 

Pour lutter contre l'action d'enzymes microbiennes digérant la paroi cellulaire 

végétale, la plante renforce sa paroi par diverses macromolécules qu'elle synthétise: 

protéines, polysaccharides ou polymères aromatiques (ressemblant à la lignine) 

(Kauffmann et al., 2001). Or, la dégradation fongique de ces parois accélère encore plus 

la mise en place d'une résistance puisque les oligosaccharides obtenus servent 

d' él iciteurs endogènes. 

Voie de l'acide jasmonique et production de phytoalexines (effet tardif) 

Les phytoalexines sont des antibiotiques végétaux synthétisés au cours de la 

réaction d ' hypersensibilité ou lors de la SAR. Leur synthèse peut être provoquée par des 

métabolites secondaires issus de la réponse précoce comme le H20 2 ou le monoxyde 
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d'azote NO qui jouent les rôles de signaux (Kauffman et a!., 2001). Cependant, la voie 

royale de synthèse des phytoalexines est celle de l'acide jasmonique. L'acide 

jasmonique et son ester méthylique sont responsables de l'activation de la synthèse des 

enzymes qui produisent les phytoalexines (Kauffman et a!., 2001). Notons au passage 

que l'acide jasmonique, synthétisé à partir de l'acide linoléique, est un analogue 

structural des prostaglandines, qui sont des agents de signalisation paracrine et autocrine, 

qui activent de nombreux RCPG (récepteurs membranaires à 7 segments 

transmembranaires couplés à des protéines G) (Bonnemain et al., 2003). 

Voie de l'acide salicylique et production de protéines PR 

Les protéines de défense les plus connues sont les protéines PR (Pathogenesis 

Related). Elles ont la propriété de résister à l'activité de protéases issues de la plante ou 

du pathogène. Elles peuvent attaquer l'agresseur, comme les chitinases capables de 

dégrader la paroi des pathogènes (Amborabé et al. , 2004). La voie de signalisation 

principale conduisant à leur synthèse est celle de l'acide salicylique. Cette molécule 

dérivée de la phénylalanine joue un rôle clé de messager secondaire dans la mise en 

place des défenses de la plante (Dong et a!., 2014). Des études tendent à montrer que 

l'acide salicylique est le signal responsable de l'établissement de la SAR, mais cela reste 

à prouver. 

Des chercheurs ont cependant observé son accumulation dans les plantes suite à 

une infection locale (Malamy et a!., 1990; Métraux et al., 1990), mais l'acide salicylique 

ne semble pas agir de façon systémique dans la plante (Gaffney et al. , 1993). Il 

participerait également à la réaction HR et au confinement de l'agresseur sur le site 

primaire (Kauffmann et al., 2001). 

Autres molécules signal 

Les radicaux oxydants présents dans la réponse précoce peuvent activer 

l'expression de gènes de défense et provoquer ainsi la synthèse de protéines de défense 

(Kauffmann et a!., 2001). On peut citer le monoxyde d'azote, reconnu comme relais 

assurant et amplifiant des signaux d'origine végétale (Klarzinsky et al., 2001). Les 
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formes oxydantes agissent aussi comme des molécules signal dans le déclenchement de 

la mort cellulaire programmée (Kauffmann et al. , 2001). L' éthylène est également un 

médiateur chimique intéressant. Cette hormone végétale volatile est fortement produite 

en cas de réaction hypersensible. L' éthylène peut induire et stimuler les enzymes de la 

biosynthèse de phytoalexines, de lignification, mais aussi de la biosynthèse de protéines 

PR (Knoester et al. , 1998). 
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Figure 1.4 Les différentes étapes de la stratégie défensive de la plante. 

Crédit photographique: Benhamou, Université de Laval, Québec. 
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En matière de recherche appliquée, c'est dans les années 1980, lorsque le principe 

global des substances élicitrices fut connu, que le biologiste américain Peter Albersheim 

et ses collaborateurs émirent l' idée d ' utiliser les éliciteurs pour protéger les plantes et 

réduire l'utilisation de produits phytosanitaires. Le principe consiste à reproduire les 

interactions naturelles pour rendre les plantes capables de lutter elles-mêmes contre leurs 

agresseurs. Les scientifiques ont alors entrepris de détecter des molécules mimant les 
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agressions ou un état de stress pour induire les réactions de défense. Les éliciteurs, 

nommés aussi stimulateurs (ou substances) de défenses naturelles (SDN), sont des 

produits de haute technologie. 

• Molécules naturelles et de synthèse 

Nous trouvons d'abord des molécules d ' origine biologique comme les 

polysaccharides (chitosane), les lipides, et en dernier lieu la laminarine (extraite 

d'algue). À côté, des produits organiques de synthèse ont été développés à partir des 

années 1980. Le probénazole, précurseur de la saccharine, fut le premier utilisé au 

champ et l' est encore contre la pyriculariose du riz au Japon qui est une maladie 

fongique causée par le champignon Magnaporthe grise a (Bari et al. , 2009). À la même 

époque fut développé le foséthyl-AI : cette molécule et son principal métabolite, l' acide 

phosphorique, sont surtout efficaces contre les oomycètes (Bari et al. , 2009). Il agit 

indirectement sur les défenses des plantes en provoquant chez le champignon une 

carence en phosphate qui stimule sa production de substances fongiques élicitrices : ce 

sont donc en fait de « faux SDN » (Leroux, 2005). Les dernières molécules de synthèse 

développées sont des analogues de l'acide salicylique, notamment l' acibenzolar-S­

méthyl (benzothiadiazole ou BTH) (Leroux, 2003). 

1.2.3.2 Un exemple de SDN: le chitosane 

Description du chitosane 

La chitine est un important polysaccharide de structure. Entre 30 et 50 % de 

l' enveloppe rigide extérieure des arthropodes (arachnides, crustacés, insectes) est 

composée de chitine. On retrouve également de la chitine dans la paroi de plusieurs 

champignons. Cependant, pour les fins commerciales, la chitine est extraite 
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principalement des carapaces de crustacés (Larousse, 1995). On compare la chitine chez 

les arthropodes à la cellulose des plantes. La chitine remplace alors la cellulose qui est 

utilisée par ces derniers à titre de matériel structurant de la paroi cellulaire. La chitine est 

constituée d'une chaîne linéaire de groupes acétylglucosamine. La chitine à l' état pur a 

une résistance qui s ' apparente à celle du cuir, mais elle s' endurcit au fur et à mesure que 

le carbonate de calcium se fixe à elle. La chitine est un polysaccharide constitué presque 

entièrement d ' unités de répétition D-glucosamine et N-acétyl D-glucosamine liées ~-(I-

4) (Figure 1.5). La nature hydrophobe de la chitine la rend insoluble dans l'eau aussi 

bien que dans la plupart des solvants organiques. Généralement le degré d'acétylation de 

la chitine est 90 % et plus. Ce polysaccharide est trouvé en très grande quantité dans 

l'environnement (Freepons, 1989). 

Pour sa part, le chitosane est un polymère naturel d 'origine manne et on le 

retrouve à l'état naturel dans plusieurs types de champignon. Il s'agit d'un co-polymère 

de D-glucosamine et N-acétyl-D-glucosamine à l' intérieur duquel entre 65 et 100 % des 

monomères sont des D-glucosamine (Figure 1.5). Faisant parti de la classe des amines, 

le chitosane est faiblement basique. Il a donc la propriété de former rapidement des sels 

avec certains acides tels les minéraux acides et les acides carboxyliques. Certains 

utiliseront donc des sels de chitosane dans leurs produits (Heinsohn et Bjornson, 1998). 

Il est facilement soluble dans la phase aqueuse à pH acide. 

Le chitosane est obtenu de la chitine suite à une dépolymérisation et une 

déacétylation partielle. La déacétylation de la chitine se fait en milieu alcalin en 

présence de NaOH en forte concentration. La déacétylation permet de retirer de la 

chitine suffisamment de groupes acétyl (CH3-CO) pour permettre à la molécule d'être 

soluble dans la plupart des acides dilués. Cette opération libère des groupes amines (NH) 

et confère au chitosane une nature « cationique » particulièrement intéressante en milieu 

acide. Les chitosanes sont caractérisés par deux facteurs principaux: leur viscosité et 

leur degré de déacétylation. Comme le démontre la Figure 1.5, la chitine et le chitosane 

ont une structure chimique semblable. 
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Figure 1.5 Structure chimique de la chitine et du chitosane. 

Propriétés associées au chitosane 

Le chitosane est reconnu principalement pour être un éliciteur de résistance chez 

les plantes (Hadwiger et Beckman, 1980; Leuba et Stossel, 1986; Benhamou et 

Lafontaine, ] 995; Pelletier, 2000). Le chitosane et ses dérivés sont positivement chargés 

en milieu acide et par conséquent peuvent facilement adhérer aux sites portant des 

charges négatives. En raison du caractère cationique du chitosane et ses dérivées, ces 

molécules ont été utilisées dans plusieurs applications telles qu 'en nutrition (Shahidi 

etaI., 1999; Shahidi et Synowiecki, ]991), en cosmétique (Majeti et Kumar, 2000; Felt 

et al., ] 998), en agriculture (Yamada et al., 1993), en protection de l'environnement 

(Peniche-Covas et al., 1987) en traitement des d 'eaux usées (Jeon et al., 2000; Kurita, 

] 998; Macchi, 1996; Jeuniaux, 1986), pour l' abaisser l' hypertension (Giustina et 

Ventura, ] 995), le traitement et le soulagement de douleurs arthritiques (Lee et al., 

2003), le traitement des tumeurs (Nishimura et al., 1986; Nishimura et al., 1984) et pour 

leurs effets protecteurs contre les infections (Tokoro et al., 1989). 

Action du chitosane sur la défense naturelle des plantes 

L'utilisation du chitosane afin de contrer les maladies fongiques est sans aucun 

doute l' une des propriétés du chitosane la plus connue. En effet, les recherches sur cet 

aspect sont très avancées, notamment en agriculture. La chercheure québécoise Nicole 

Benhamou (1996) démontrait qu 'en plus d' inhiber directement la croissance du 

champignon responsable de la pourriture racinaire (Fusarium oxysporum fsp radicis-
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lycopersici) des plantes de tomates, le chitosane sensibilise les plantes à réagir plus 

rapidement lors d ' une attaque par le champignon (Benhamou, 1996). 

Le chitosane aurait la propriété d ' amorcer le phénomène connu sous le nom de 

résistance induite (Benhamou, 1996; Laflamme, 2000). Le chitosane présent dans les 

parois des champignons est libéré par ces microorganismes pathogènes. Mises en 

contact avec le chitosane, les plantes ont la capacité de synthétiser des protéines ayant un 

effet antimicrobien direct (chitinases et glucanases), ainsi que des composés structuraux 

limitant l'invasion des tissus par les microorganismes (Benhamou, 1996). Ce mécanisme 

de défense naturelle des végétaux est habituellement trop lent pour empêcher le 

pathogène d'infecter la plante. La présence du chitosane permet donc d'induire ce 

mécanisme de défense avant même que la plante ne soit en contact avec l'agent 

pathogène (Figure 1.6). D'autres études (Vance et al. , 1980; Bolier, 1991; Graham, 

1991 ; Popp et al. , 1997) ont démontré que la réaction de défense induite d ' une plante qui 

est soumise en présence d' un pathogène implique principalement la lignification, la 

production d 'éthylène, une augmentation de la production de chitinase et de glucanase 

(Tableau 1.2). 

Tableau 1.2 

Les réponses de défenses induites par le chitosane Arabidopsis thaliana 

(Reproduit de Iriti et al., 2009) 

La réponse de défense induit par le chitosane 

Réponse des plantes Référence 

Calcium transient Kauss et al. , 1985 

Plasma membrane H+-ATPase inhibition Amborabé et al. , 2008 

MAP kinase activation Lizama et al. , 2007 

Cali ose apposition Faoro et al. , 2007 

Reactive oxygen species Lin et al. , 2005 

Hypersensitive response Jriti et al. , 2006 
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Program cell death Wang et al., 2008 

Abcissic acid Iriti et al., 2008 

Jasmonate Doares et al., 1995 

Phytoalexin Chakraborty et al. , 2008 

Pathogenesis related proteins Lin et al. , 2005 

Systemic acquired resistance Iriti et al., 2006 

Plusieurs autres chercheurs ont démontré l' effet antifongique du chitosane en 

agriculture. Hadwiger et son équipe (1988) expliquent que, lorsqu ' appliqué sur des 

spores ou des mycéliums du champignon pathogène Fusarium solani, le chitosane 

inhibe la germination et la croissance mycélienne. De plus, les pois traités au chitosane 

étaient totalement immunisés contre F. solani sp . Pisi (Kendra et al., 1984). Cette 

immunité s' explique par le fait que le chitosane active l' expression des gènes 

responsables de la résistance aux maladies, augmente la production des protéines 

intervenant dans la réponse de défense, augmente la production des enzymes qui 

permettent l' accumulation de pisatin ( antifongique et antibiotique), de callose et de 

lignine. Le chitosane induit également la sécrétion de peroxyde d' hydrogène (H20 2) , 

composé sécrété suite à une blessure ou une attaque de pathogène (Orozco-Cardenas et 

Ryan, 1999) (Figure 1.6) 
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Figure 1.6 Les différentes réponses de défense induites par le traitement au chitosane 

(Source : Iriti et al. , 2009). 

Selon les groupes de Struszczyk et Li , le revêtement de chitosane appliqué sur les 

graines de plantes pourrait prévenir les maladies (Struszczyk et al. , 1989 et Li et al. , 

1995) L' action protectrice du revêtement de chitosane à titre de traitement préventif 

s' expliquerait en partie par une augmentation de l' activité de protéines PR, lorsque la 

plante est au stade de semis. L'étude menée par Hirano (1988) ainsi que celle présentée 
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par Li et al. (1995) mentionnent que le revêtement de graines par du chitosane ou 

certains de ses dérivés augmente l'activité des chitinases au moment de la germination. 

L'étude de Li et al. (1995) utilisant des graines des plantes de tomates a permis de 

démontrer que non seulement l'activité des chitinases augmente suite à la présence de 

chitosane sous forme d'oligomères, mais également l'activité d'autres protéines telles les 

ch itosanases, et les ~-1 ,3 gl ucanases. 

Les tests réalisés dans les cultures de cellules de pins démontrent qu'à de fortes 

concentrations, le chitosane pourrait induire une réaction hypersensible causant une forte 

proportion de mortalité chez les cellules (Lesney, 1990). 

Au cours de l'étude réalisée sur différents champignons causant la carie des 

racines chez les conifères, Laflamme et al. (1999) appuie le concept voulant que la 

majorité des champignons, excepté ceux dont la membrane est constituée 

majoritairement de chitosane (zygomycètes), soient vulnérables au chitosane. 

Cependant, la croissance des champignons n'est pas toujours totalement interrompue par 

cette substance. Déjà en 1979, Allan et Hadwiger dressaient une liste des principaux 

champignons inhibés par le chitosane. Le tableau 1.3 présente les résultats qu'ils ont 

obtenu ainsi les concentrations auxquelles les champignons ont été inhibés. 
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Tableau 1.3 

Les principaux pathogènes inhibés par le chitosane (Source: Allan et Hadwiger, 1979) 

Geners and œ il wa ll composition category 

Cellulose-B-glucan 
Phytophthora caCTOIUni (101 a) 
P. cacromm (lOlb) 
Phyco1l1)'cc1e (SA2b) 
Pythillm aristospomm 
P. arrhenomanes 
P. debolJ'all1l1l1 
P. akanogenease 
P. ultimum 
P. iwa)'a1l1C1i 
Aphanumyces eureiches fP-24) 
A. eUleiches (N-2) 

Mannan-B-glucan 
Saccharomyces sp. 
Ascocybe grollesii (78-1 l) 

Chi tin-B-glucan 
Neurospora sp. 
RhizocTOnia 5p. (S179) 
Datrypella sp. (78-3a) 
D. pllll'inCtfa (78-14bi 
Ew)'pa sp. (78-1 7bj 
E. jlal'ol'irens (78-51 
Oytosphacria popl/lina (79-1d) 
C)'TOspora sp. (S808) 
CyTOspora sp. (S8IO) 
Gleospora sp. 
Cephalosporillm sp. (S511 7b) 
Botrytis sp. (SA4) 
Rosellinia!i1l1oniispora (S641ba) 
R. limoniispom (S643ba) 
ElIT)pella alnifraga (78-1 5) 
(vtosporina sp. (T712) 
(vtosporina sp. (S789bg) 
C)'fospOlino sp. (S783bb) 
C)'TOspOlino W (S623bbj 
CyTOsporillo sp. (s261eg) 
(vtosporina sp. (Sn ebea) 
Filsarium c/llmorum 
F. m'enaceum 
Verricillill/ll dahliae 
SepfOlia sp. 
Helminthosporùll11 saiinwn 
Epidermoph)'rolljloccosmll 
Basidio1l1)'ceTe (S758) 
Basidiolll)'cere (S767ab) 

Minimum conœntration (flgltnl) at which no groW1h 
\vas detected 

Chitos3n Chitin 
1" '"'Iii 1" 2n 

"-

125 250 NE NE 
125 125 NE 1'<1: 
125 125 NE 1'<1: 

1000 1000 NE NE 
1000 1000 NE NE 
250 250 NE NE 

1000 1000 1000 1000 
1000 1000 NE 1\'E 
1000 1000 NE 1'<1: 
250 500 NE 1\'E 
250 500 NE NE 

250 500 1000 1\'E 
1000 1'<1: NE 1\'E 

NE 1\1: NE 1'<1: 
1000 1000 NE 1\'E 
1000 1'<1: NE 1\'E 
500 500 NE NE 
500 500 NE NE 
NE 1\'E NE 1'<1: 
Ne 1'<1: NE Ne 
Ne 1'<1: NE 1'<'E 

500 500 NE NE 
250 500 NE 1'<1: 
125 250 NE 1'<1: 
NE NE NE N'E 

1000 1000 NE NE 
1000 1000 NE 1'<'E 

NE 1'<1: NE NE 
75 250 NE 1'<1: 

500 500 1000 1000 
500 1000 500 N'E 
NE 1'<1: NE N'E 
75 75 1000 1000 

250 250 NE 1'<1: 
125 250 1000 N'E 
250 500 250 500 
500 1000 NE N'E 
500 1000 NE NE 
NE N'E NE 1'<1: 
250 250 NE 1'<1: 
250 500 250 500 
500 500 500 500 
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Le chitosane : un PAMP bien connu 

Les plantes possèdent des mécanismes par lesquels ils reconnaissent les agents 

pathogènes. Ils possèdent des récepteurs transmembranaires (PRRs) qui sont capables 

d ' interagir avec le PAMPs (Dangl et al. , 2001). Les PAMP sont libérés à partir de la 

paroi cellulaire de l' agent pathogène lors de l' attaque sur le site d ' infection. Les 

polysaccharides de paroi cellulaire tels que les glucanes et le chitosane agissent comme 

P AMPs dans de nombreux pathosystèmes. Iriti et Faoro, 2009 ont rapporté que le 

chitosane se comporte comme un P AMP ou un éliciteur général , pouvant induire une 

résistance non hôte. Les réponses de défenses induites par l' application de chitosane 

comprennent l' augmentation de l' influx de H+ et Ca2+ dans le cytosol , l' activation de 

voie MAP-Kinase, la déposition de cali ose, la production d ' espèce réactive d ' oxygène 

(ROS), des réponses hypersensitives, de synthèse d 'acide abscissique, et de jasmonates, 

de phytoalexines et des protéines PR (Amborabé et al. , 2008). 

Mode d'action du chitosane 

Plusieurs hypothèses sont avancées quant au mode d 'action du chitosane comme 

agent antifongique. Une hypothèse plausible (Leuba et Stossel , 1986; Kauss et al. , 1989; 

Laflamme et al. , 1999; Pelletier, 2000) explique que l' activité du chitosane serait 

corrélée avec une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique, 

probablement due à une interaction entre des phospholipides présentant une charge 

électrique situés dans la membrane cellulaire. Cette interrelation provoquerait certains 

déséquilibres osmotiques internes ce qui amènerait les cellules à se désorganiser. 

D'autres auteurs suggèrent que la formation de pores à l' intérieur de la membrane du 

champignon serait responsable de l' augmentation de la perméabilité et ainsi permettrait 

la fuite des protéines et des acides aminés hors de la cellule et ultérieurement, la 

plasmolyse de la cellule (El Ghaouth et al. , 1992). Le degré de vulnérabilité au chitosane 

exprimée par les différents champignons serait attribuable aux variations de la 

disponibilité et/ou du nombre de site de liaison (phospholipides) dans la membrane 

cellulaire des champignons (Laflamme et al. , 1999). 



25 

Une autre hypothèse explique que le chitosane entrerait dans la membrane du 

champignon et interagirait avec l'ADN présent, tout en altérant sa conformation, ce qui 

interromprait la synthèse des ARN messagers et la synthèse de protéines (Laflamme et 

al., 1999; Pelletier, 2000). 

1.3 Problématique 

De nombreuses instances visent la production de cultivars plus résistants qui ne 

seraient plus sujets à la dévastation par les pathogènes. La première ligne de défense 

moléculaire de la plante est médiée par la reconnaissance de structures microbiennes 

appelées PAMP. Un PAMP bien connu est le chitosane. Le chitosane qui est un 

polymère provenant de la chitine est présentement utilisé dans plusieurs sphères 

d 'activité, autant en médecine, en agriculture et au niveau industriel. Le chitosane est 

reconnu principalement pour induire des réponses pouvant aider les plantes à résister 

aux maladies. Des études démontrent également que le chitosane stimule la croissance 

des plantes, augmente la production des fruits , améliore les propriétés mécaniques de 

support des tiges et permettrait même aux plantes de résister au gel. À la suite d' une 

exposition au chitosane, les plantes monocotylédones et les dicotylédones déclenchent 

une réponse de défense spécifique au chitosane (Okada et al. , 2002). Le chitosane induit 

aussi une réponse immunitaire chez la souris (Reese et al. , 2007). Les études faisant 

intervenir le chitosane sont nombreuses dans le domaine de l'agriculture, notamment 

avec les céréales, les fruits et les légumes. Le chitosane sert à enrober les graines avant 

leur mise en terre afin de favoriser la germination et prévenir les semis contre les agents 

pathogènes. Il peut être appliqué comme amendement solide ou liquide afin de stimuler 

la croissance des plantes et la production de fruits, et par le fait même, augmenter la 

résistance des plantes contre les agents pathogènes. Sous forme foliaire , le chitosane 

aidait à la conservation et à la résistance contre les différents agents pathogènes. 

Bien que le rôle du chitosane dans le processus physiologique et métabolique de la 

plante ait été bien décrit, la voie de signalisation de chitosane ainsi que les facteurs 

responsables de la reprogrammation transcriptionnelle due au chitosane sont encore 
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partiellement inconnus. Plusieurs criblages génétiques ont permis de trouver les 

protéines responsables de la signalisation en aval de la perception des PAMP (Zhang et 

al. , 2010). Chez Arabidopsis thaliana, la perception de la chitine se fait au niveau de la 

membrane plasmique par un récepteur kinase appelé CERKI (Miya et al. , 2007). En 

effet, CERKI se phosphoryle après l' exposition à la chitine et chitosane (chitine 

acétylée). Les récepteurs peuvent former des homodiméres, une fois liés au chitine et 

activent son domaine kinase (Petutschnig et al. , 2010). Cependant, la voie de signalisation 

de chitine requiert la présence de co-récepteurs supplémentaires; 2 récepteurs kinases 

additionnelles, AtL YK4 et AtL YK5, qui sont impliqués dans la perception de chitine (Wan 

et al., 2008b; Cao et al. , 2014). 2 voies de MAPK sont activées en aval de la signalisation 

de MAMP. La première conduit à l' activation de MPK3/MPK6 (Asai et al. , 2002). La 

seconde voie connu conduit à l' activation de MPK4 (Gao et al. , 2008). Récemment, 

MPK 1, MPK Il et MPK 13 sont également révélés être phosphorylées après le traitement 

au flg22 (Nitta et al. , 2014).La plante mutée cerk1 perd la capacité à répondre à 

l'éliciteur chitine, y compris l' activation de MAPK, la production d'espèces réactives de 

l'oxygène et l' induction de l' expression génique (Miya et al. , 2007). Cependant, la voie 

de signalisation est toujours incomplète et les éléments transloqués au noyau pour 

activer la reprogrammation transcriptionnelle qui a lieu lors de la réponse de défense 

demeurent encore inconnus. 

La méthode classique pour découvrir les éléments dans les voies de transduction 

de signal est le criblage génétique. Celui -ci vise à identifier un individu possédant des 

caractéristiques différentes de son parent, par exemple dans une descendance 

mutagénisée. Si une fonction est assurée par plus d ' une protéine agissant en redondance, 

la fonction risque de ne pas être altérée par l' abolition de l' une des protéines, donc 

invisible dans un criblage génétique. Pour cette raison, bien que les criblages génétiques 

constituent un outil formidable, ils ne permettent pas toujours de mettre en lumière les 

protéines agissant en redondance. Or, la redondance des éléments offre de la robustesse 

aux mécanismes vitaux (Tsuda et al. , 2009), donc important. Par ailleurs, les éléments 

nécessaires pour la réorganisation de la transcription, vitale à la réponse de défense, 

doivent aller au noyau pour lier directement l'ADN ou agir sur des protéines qui lieront 
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l' ADN. Pour cette raison , nous utiliserons une autre approche, la spectrométrie de masse 

en tandem pour identifier les protéines de fractions . 

1.4 Objectifs 

En regard des résultats observés dans la littérature et de la problématique 

particulière à la production des cultivars plus résistants aux pathogènes sans nuire à 

l'environnement, nous avons déterminé quelles sont les protéines qui se relocalisent 

dans le noyau suite à un traitement avec du chitosane par une approche de spectrométrie 

de masse en tandem puisque les criblages génétiques n' ont pas permis de mettre en 

lumière les éléments agissant en redondance. L'objectif est l' amélioration de la 

résistance des végétaux grâce à l' identification de nouveaux acteurs de l' immunité. 

Afin d ' atteindre cet objectif, il faut optimiser les conditions de traitement avec le 

chitosane et le protocole d ' extraction des protéines nucléaires compatible avec les 

conditions d ' analyse de spectrométrie de masse (MS/MS), pour établir l' identité de 

protéines étant différentiellement présentes au niveau nucléaire suite à un stimulus 

associé à la réponse de défense (le chitosane). 
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UNBIASED NUCLEAR PROTEOMIC APPROACH USING CHITOSAN 
TREATED ARABIDOPSIS PLANTS REVEALS NUCLEAR PROTEIN 

COMPONENT THAT PARTICIPATE IN MAMP-TRIGGERRED IMMUNITY 

Article soumis au 
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2.1 Contribution des auteurs 

Zain ab Fakih a réalisé les expériences, à l'exception des analyses de spectrométrie 

de masse, qui ont été faites au Centre hospitalier de l' Université Laval (CHUL) au 

Québec. L' article a été rédigé par Zainab Fakih et relu et commenté par Hugo Germain. 

Hugo Germain a financé le travail de recherche et la bourse d' études de Zainab Fakih. 

2.2 Résumé en français 

Les plantes peuvent servir de source de nourriture abondante pour de nombreux 

micro-organismes potentiellement pathogènes et saprophytes. Cependant, un nombre 

relativement faible d'agents pathogènes parasitent les plantes et peu des organismes 

phytopathogènes peuvent surmonter l'immunité innée des plantes dans des conditions 

environnementales favorables et causer une maladie. MTI (MAMP- Triggered 

Immunity) est la première ligne de défenses moléculaires rencontrées par les agents 

pathogènes quand ils tentent d'infecter la plante. La voie de MTI est dépendante des 

récepteurs de reconnaissance qui se trouvent à la surface cellulaire et qui agissent en 

amont de voies de MAP -kinases. Le criblage génétique et l'utilisation des lignées 

mutantes ont largement contribué à notre connaissance des voies MT!. Cependant, le 

criblage génétique est confiné à des mutations phénotypiques, ce qui rend difficile 

l' identification des protéines agissant de manière redondante. La présente étude visait à 
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identifier de nouvelles composantes protéiques qui participent à MIl, en utilisant une 

approche indépendante de phénotype qui révélerait hg protéines localisées dans le noyau 

après l'induction de MTI. Nous analysons le protéome nucléaire des plantes Columbia -

o et cerkl mutés, 15 minutes après l'induction de MTI par le chitosane. Notre approche a 

révélé que la plante mutée cerkl traitée par le MAMP (Microbe Associated Molecular 

Pattern) montre beaucoup des protéines communes avec la plante Col-O traitée. La 

plante cerkl montre également plusieurs protéines uniques qui sont absentes du Col-O 

traité par le chitosane. Une analyse détaillée des protéines identifiées montre qu'il y a 

une accumulation nucléaire des enzymes de modification de l'ADN, des protéines de 

liaison à l'ARN et des protéines ribosomales. Aucune nouvelle MAPK n'a été identifiée, 

mais RACK 1 (Receptor for Activated C Kinase 1) une « scaffold » de kinase qui est une 

protéine impliquée dans la défense a été identifiée et une I1R-NB-LRR impliquée dans 

la résistance à Leptosphaeria maculans a aussi été retrouvé dans le noyau des plantes 

traitées. 
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2.3 Article scientifique 

Unbiased nuclear proteomic approach using chitosan treated Arabidopsis plants 

reveals nuclear protein component that participate in MAMP-triggerred immunity 

Zainab Fakih 1
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Trois-Rivières, QC, Canada, G9A 5H7 
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Abstract 

MAMP-triggered immunity (MTI) is the first layer of molecular defense encountered by 

pathogens when they attempt plant infection. MTI pathways are dependent on cell 

surface pattern recognition receptor which act upstream of MAP kinase pathways. 

Genetic screen and the use of mutant knock-out mutant lines have largely contributed to 

our knowledge of MIl pathways, however genetic screens are confined to phenotype­

causing mutations, and sparsely enable discovery of redundantly acting proteins. We 

sought to discover protein components that participate in MTI using a phenotype 

independent approach that would reveal nuclear localized proteins following induction 

of MTI. We report on the nuclear proteome of Columbia-O and chitin elicitor receptor 

kinase 1 mutant plants 15 minutes after MIl induction. Our approach revealed that 

MAMP treated cerkl plant have a lot of common proteins with Col-O treated plants. 

cerkl plants also shows several unique proteins, absent from Col-O when elicited with 

chitosan. A detailed analysis of the proteins identified leads to a nuclear accumulation of 

DNA modification enzyme, RNA binding proteins and ribosomal proteins. No novel 

MAPK were identified although RECEPTOR FOR ACIIV A TED C KINASE 1 

(RACK 1), a scaffold protein involve in defense and a TIR-NB-LRR involved in 

resistance to Leptosphaeria maculans were found in the nucleus of chitosan treated 

plants and absent from water treated plants. 
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Introduction 

Plants have evolved a multilayered molecular surveillance system to detect potentially 

harmful pathogens. Beyond structural defenses, the first molecular layer is composed of 

transmembrane recognition receptors that detect slowly evolving microbial components 

(Bolier and Felix, 2009). These microbes associated molecular patterns (MAMPs) 

incIude, among others, the bacterial flagellin (flg22) and elongation factor Tu (EF -Tu) 

(Kunze et al. , 2004), recognized respectively by the leucine-rich repeat receptor kinases 

FLAGELLIN-SENSING 2 (FLS2) and ELONGATION FACTOR RECEPTOR (EFR) 

(Gomez-Gomez and Bolier, 2000; Zipfel et al., 2006). Recognition of MAMPs by 

transmembrane pattern recognition receptors (PRRs) triggers ion fluxes, oxidative burst 

(Chinchilla et al., 2007) and MAPK pathway activation (Asai et al., 2002) leading to 

transcriptional reprogramming of over 1,200 genes (Zipfel et al. , 2004) and the induction 

of the required basal defense response (Bolier and Felix, 2009). Interestingly, the 

ensuing transcriptional change appears largely overlapping regardless of the initial 

MAMP perceived (Zipfel et al. , 2006). 

The importance of the MAMP-triggered immunity (MT!) is demonstrated by the arsenal 

of sorne pathogens which has evolved to suppress this defense layer (Espinosa and 

Alfano, 2004). Pathogens synthesize small molecules (termed effectors) that are either 

secreted in the apoplast or host-cell-translocated to promote pathogen virulence (Win et 

al. , 2012) via the modification of the signal transduction pathway (Espinosa and Alfano, 

2004). Inside the plant cell these effector may be recognized directly or indirectly by 

intracellular nucIeotide-binding receptors of the leucine-rich family to trigger effector­

triggered immunity (Chisholm et al., 2006; Capian et al. , 2008) which often culminates 

with the hypersensitive response (Jones and Dangl, 2006). Despite the important 

mechanistic differences between molecular recognition in MT! and PTI, both share 

sorne a largely overlapping transcriptional reprogramming (Navarro et al. , 2004). 

One of the PAMP receptor that has been widely investigated with sorne success is the 

. chitin receptor. Chitin is a P-l ,4-linked N-acetyl-glucosamine (GleNAc) polymer and 

has long been recognized as a potent MAMP in plant fungal interactions (Wan et al. , 

2008a). In Arabidopsis, chitin is perceived in part by CERKI (CHITIN ELICITED 

RECEPTOR KINASE 1), cerkl knock-out plants loses the ability to respond to the 
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chitin elicitor, including MAPK activation, reactive oxygen specles generation and 

induction of gene expression (Miya et al. , 2007). Indeed, CERK1 does phosphorylate 

following exposure to chitin or chitosan (acetylated chitin) and the receptor can 

homodimerize when binding to chitin monomers to activate its kinase domain 

(Petutschnig et al. , 2010). However, chitin signaling also requires additional co­

receptors; two additional LysM receptor kinases, AtL YK4 and AtL YK5, are also 

involved in chitin perception (Wan et al. , 2008b; Cao et al., 2014). Supporting the co­

receptor theory is the fact that AtL YK5 does bind chitin with high affinity and can 

dimerize with CERK1 in a chitin-dependent manner (Cao et al. , 2014). 

Despite the importance of MIl, the intracellular perturbation that goes on following 

MAMP perception and before transcriptional reprogramming is still partly unknown. 

More precisely, the chitin-activated nuclear protein component that participate in the 

establishment of the basal defense response are parti y unknown. Two MAPK pathways 

were shown to be activated downstream ofMAMP signaling. One leads to the activation 

of the mitogen activated protein kinase MPK3 and MPK6 (Asai et al. , 2002). The second 

known pathway leads to activation of the mitogen activated protein kinase MPK4 (Gao 

et al. , 2008). 

Recently, MPK1 , MPKl1 and MPK13 were also shown to be phosphorylated upon 

flg22 treatment (Nitta et al. , 2014). The lack of defect in MIl for the knock-out lines 

corresponding to these three MAP kinases suggest functional redundancy (Nitta et al. , 

2014) and entails that many more components, acting downstream of the receptor 

activation may have been missed in phenotype-based screens. 

In this study we sought to discover protein components that participate to MIl that have 

escaped phenotype-based screens. To this end, we used an unbiased approach based on 

protein mass spectrometry analysis of the nuclear proteome of young Arabidopsis plants 

subjected or not to chitosan treatment. Chitosan is known to also bind the CERK 1 

receptor (Petutschnig et al. , 2010) and triggers a transcriptional response that overlaps 

with the response to chitin (Povero et al. , 20 Il). Using high performance liquid 

chromatography electrospray ionization tandem mass spectrometry we identified several 

plant protein components that accumulate in the nucleus exclusively following chitosan 

treatment of Arabidopsis Columbia-O plant or cerkl plants. 
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ResuUs 

Chitosan treatment on Arabidopsis plants 

Before proceeding with the nuclear proteome mass spectrometry we sought to assess if 

the chitosan treatment was efficient in triggering a MAMP-like response. We used 

quantitative RT-PCR targeting At2g37430 (C2H2-ZF), Atlg228l0 (AP2/ERE) and 

At2g44840 (AP2/ERE), three genes that are amongst the most up-regulated following 

chitin treatment (LibauIt et al. , 2007) showing respectively 78-fold, 9l-fold and 37-fold 

induction 30 minutes after treatments. Ali three were strongly up-regulated following 

our chitosan treatment (Figure lA). 

Nucleus purification for mass spectrometry 

In order to discover components that were present in the nucleus, only the purified 

nuclear fractions were sent to the proteomic facility after assessing nuclear purity by 

Western blotting (Figure lB). The cytosolic marker HSP70c could not be detected in the 

nuclear fraction of pellet 5 which was sent to the proteomic facility while the nuclear 

marker histone H3 was still c1early visible (Figure lB) . 
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Figure 1 A. Gene expression analysis using qRT -PCR of chitin responsive markers, the 

plants were collected 15 minutes following chitosan treatment. B. Western blot analysis 

showing the nuclei purification procedure. Anti-histone H3 was used as a nuclear marker 

and anti-HSP70c was used as a cytosolic marker. C for crude protein extract, S for 

supernatant and P for pellet. 

Nuclear proteomic results 

Before searching components that could be involved in MTI, we compared the 

functional categorization of the 232 proteins that we found in the nucleus following 

chitosan treatment (in Col-O, cerkl and both combined) with the 182 proteins from the 

analysis of nuclear proteome of cold treated plants (Bae et al. , 2003); one of the few 

study of the Arabidopsis nuclear proteome that our study can relate with. In parallel, we 

also performed a similar analysis with the Arabidopsis Subcellular Oatabase (SUBA, 

http://sllba3.plantenergy.uwa.edll.au/) (Figure 2A) using only proteins that were 

predicted to be nuclear in SUBA. These proteins are either predicted to be nuclear by 

SUBA based on bioinformatics tools or confirmed to be nuclear (total of 4421 proteins). 

Finally, we compared our data to the data of the cytosolic proteome published by Ito et 

al. (2011). It should be noted that our proteome, Bae et al. (cold) and Ito et al. (cytosolic) 

proteome were obtained experimentally by LC-MS-MS while the SUBA dataset 

contains confirmed localization (GFP) but also predicted localization. The first 
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observation that can be drawn from the categorization based on sorting by predicted 

cellular component is that for the SUBA dataset, in which we chose only protein that 

were predicted as nuclear by SUBA, only 26% of the proteome were annotated as 

nuclear protein by TAIR's GO annotator (Figure 2A). This means that the remaining 

74% may at sorne point be nuclear but the nucleus is not ascribed as its primary 

localization in GO. This reflects the fact that proteins may have several putative 

locations. The nuclear proteome of chitosan treated plants and cold-treated plants have 

Il % and 16% of proteins predicted as nuclear proteins while the cytosolic experimental 

proteome has 9% (Figure 3A). Based on the discrepancy observed in the SUBA dataset 

we can assumed that a good proportion of the proteins annotated as non-nuclear proteins 

by GO for the three experimental dataset are indeed nuclear proteins. 

Perhaps more interesting in the context of finding protein components that participate to 

MT! is the categorization by molecular function (Figure 2B) which enables to identify 

proteins that have the capacity to modulate transcription or translation during the 

defense response. Our chitosan induced nuclear proteome contained 19% of DNA or 

RNA binding protein which can alter gene expression through DNA binding, mRNA · 

processing and export or affect translation through mRNA nuclear segregation, fewer of 

those proteins were found in the cytosolic dataset (110 et al. , 2011). Proteins having 

transcription factor activity were most abundant in the SUBA dataset but represented 

1 %, 4% and 0.2% in the chitosan, cold and cytosolic proteomes respectively confirming 

that nuclear enrichment does indeed enrich for transcription factors. It should also be 

noted that empirically obtained proteomes are biased for abundant proteins which may 

mask or hide least abundant proteins (like transcription factors). Therefore, signaling 

components su ch as transcription factors may be underrepresented in LC-MS-MS 

proteome as demonstrated by their high abundance in the SUBA dataset (12%) relative 

to the three other datasets. 



A 

B 

Chitosan 

Chitosan 
1 

GO predicted localization 

Cold SUBA Cytosol 

GO predicted molecular function 

Cold SUBA 
1,7 1 

Cytosol 

37 

• Other intracellular components 
• Other cytoplasmic components 

• Nucleus 
• Chloroplast 
• Other membranes 
• Plastid 
. Cytosol 
• Other cellular components 
• Plasma membrane 
• Extracellular 
• Mitochondria 
• Ribosome 

• Golgi apparatus 
Cellwall 
ER 

• DNA or RNA binding 
• Protein binding 
• Other binding 
• Transcription factor activity 
• Hydrolase activity 
• Transferase activity 
• Nucleotide binding activity 
• Other enzyme activity 
• Kinase activity 
• Structural molecular activity 
• Nucleic acid binding 
• Other molecular function 
• Unknown molecuiar function 

Transporter ativity 
Receptor binding or activity 

Figure 2. A, Gene ontology predicted subcellular localization using TAIR. B) A. Gene 

ontology predicted molecular function using T AIR. 

Identity of chitosan induced proteins 

The tandem mass spectrometry results revealed that a total of 1372 different Arabidopsis 

proteins could be identified from a total 31 ,416 total spectra from our 8 samples 

(duplicates of cerkl or Col-O treated or not with chitosan). To construct the Venn 

diagram and parse proteins, we set very conservative criteria for our analyses: ail protein 

identified from a single spectra were rejected and ail proteins that were present in only 

one of the duplicate were also rejected (same criteria had been applied for GO analysis). 

After applying these criteria 8 proteins specifically localizing to the nucleus in Col-O 

following chitosan treatment were identified (Figure 3). Although at first sight most the 

proteins listed in Table 1 do not contains obvious MTI components, a clear trend can be 

observed. Proteins 1 (ribosomal protein S19E family) , 4 (ribosomal protein 16), 5 

(ribosomal protein S 19E family) , and 7 (RNAse Z activity involved in tRNA processing) 

are ail involved in translation. Protein 8 (DNA-binding transcriptional regulator) is 
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involved in transcription regulation while protein 6 (small nuclear ribonucleoprotein G) 

binds RNA and could be involved either in transcription or translation. The acid 

phosphatase listed as protein 2 is involved in deregulated AtTIL knock-out lines which 

are hypersensitive to oxidative stress (Charron et al., 2008). Almost ail of these proteins 

have been reported to be modulated at the transcript level following biotic or abiotic 

stress but have not been linked with MAMP response previously. 

Chitosan Col-O Chitosan cerkl 

Control 

Figure 3. Venn diagram depicting the number of proteins that accumulated ln the 

nucleus in the different genotypes and treatments. 

Table 1. Nuclear localized protein identified by LC-MS-MS in Col-O following chitosan 

treatment. 

Identified Proteins Uniprot ID AGI 

1 Ribosomal protein S 1ge family protein D7KGE2 AT5G61170 

2 HAD superfamily, subfamily IIIB acid phosphatase Q9ZWC4 ATlG04040 

3 Galactose mutarotase-like superfamily protein Q8LFHl At3g47800 

4 Ribosomal protein L6 fami ly protein Q8L9N4 Atlg18540 

5 Ribosomal protein S 1ge family protein D7MUIl AT5G61170 

6 Probable small nuclear ribonucleoprotein G 082221 At2g23930 

7 Encodes a protein with RNAse Z activity, role in tRNA 
Q8L633 At2g04530 

processing 



39 

DNA-binding protein-related transcriptional regulator 023063 At4g00390 

157 proteins appeared to localize in the nucleus following chitin treatment in cerkl 

plants. In theory, cerkl plants do not sense chitin and our qRT -PCR results indicates that 

the chitin responsive genes were not upregulated by chitosan in cerkl following 

treatment (Supplementary figure 1), it is however known that while chitin and chitosan 

response largely overlap, chitosan elicit the expression of 33% of gene not elicited by 

chitin (Povero et al. , 201]). Table 2 shows the proteins grouped by molecular function 

most likely to affect MTI response (transcription factor and DNA/RNA binding 

protein)(all ] 57 proteins are shown in Supplementary Table 2). Several ofthese proteins 

may regulate gene expression or mRNA metabolism. Several additional proteins (not 

listed in table 2, shown in Supplementary Table 2) are RNA helicases which may affect 

transcription or translation. Interestingly one resistance protein of the TIR family was 

found (At4g16990), it is known as RLM3 and required for resistance to Leptosphaeria 

maculans and other necrophytic pathogens (Staal et al. , 2008). 

We also sorted the proteins that were found in both, the nucleus of Col-O and cerkl, 

following chitosan treatment (at the intersection). These represent the core set of 

proteins localizing in the nucleus in presence or absence of CERKI following chitosan 

treatment. A total of 67 proteins were identified (short list Table 3, full list 

Supplementary table 3). Most of the proteins found in common between Col-O and cerkl 

following chitosan treatment are either DNA/RNA binding proteins or ribosomal 

proteins. Table 3 shows the list of proteins sorted by molecular function without the 

proteins associated with primary metabolism (for fulliist see Supplementary table 3). In 

the DNA/RNA binding proteins several proteins associated with chromatin remodeling 

and RNA maturation were found. Of the few proteins in Table 3 that are neither 

ribosomal or DNA/RNA binding protein was RECEPTOR FOR ACTIVA TED C 

KINASE 1 A (RACK lA). This protein has recently been shown to act as a scaffold 

protein in a new immune signaling pathway (Cheng et al. , 2015). The proteins that were 

common between the two genotypes (Col-O and cerkl) and the two treatments (water 

and chitosan), the ones at the intersection of the three circles (listed in Supplementary 
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Table 4) contained contaminating proteins from the chloroplast and mitochondria as weIl 

as many enzyme from the primary metabolism that likely contaminated the nuclear 

purification. True nuclear component such as nucleoporins, spliceosome assembly 

proteins and polymerase were found but very few RNA or DNA binding proteins and 

ribosomal components, strengthening the results obtained in the chitosan treated plants. 

Table 2. Nuclear localized protein identified by LC-MS-MS in cerkl following chitosan 

treatment. 

Protein description Uniprot ID AGI 

Transcription factor or transcriptional regulator 

17 MED16, Mediator of RNA polymerase F4JGZ1 At4g04920 

54 Small RNA degrading nuclease 3 F4K3N3 At5g67240 

67 ACT domain subunit of aceto1 actate synthase protein Q93YZ7 At2g31810 

69 Trihelix transcription factor ASIL2 Q9LJG8 At3G14180 

74 VERNALIZATION INDEPENDENCE 5, DNA binding D7KW58 Atlg61040 

87 Sequence-specific DNA binding transcription factors Q8LF33 At3Gl1100 

110 Short life 1, PHD finger containing transcription factor F4JV93 At4G39100 

116 Mediator of RNA polymerase II transcription subunit 32 Q84VW5 At1G11760 

118 Calmodulin-binding transcription activator 2, CAMT A2 Q6NPP4 At5G64220 

121 EARL Y BOLTING IN SHORT DA YS, chromatin assembly 065462 At4g22140 

RNA -binding protein 

23 Nucleosystemin-like 1, nucleolar GTP-binding protein Q93Y17 At3g07050 

28 RPT2a, regulates gene silencing via DNA methylation. Q9SZD4 At4g29040 

EMBRYO DEFECTIVE 2770, RNA-directed DNA 
39 Q9ZT71 At4g03430 

methylation 

40 Serine/arginine-rich SC35-like splicing factor Q8L3X8 At3g55460 

41 RZIB, Putative RNA-binding involved in cold tolerance 022703 Atlg60650 

43 WD-40 protein, histone deacetylation in abiotic stress Q9FN19 At5g67320 

47 TOUGH, Interacts with TA TA-box binding protein 2. RNA Q8GXN9 At5g23080 
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binding 

51 THO complex subunit 7B, component THO/TREX complex Q9M8T6 At3g02950 

54 Small RNA degrading nuclease 3, regulation of transcription F4K3N3 At5g67240 

64 RNA binding (RRM/RBD/RNP motifs), RNA processing F4J9U9 At3g12640 

78 mRNA splicing factor, Cwf18 Q9MAB2 At3g05070 

79 SWI/SNF complex subunit chromatin-remodeling complex Q9XI07 Atlg21700 

80 
Splicing factor U2af, necessary for the splicing of pre-

Q8L716 Atlg60900 
mRNA. 

96 Small nuclear ribonucIeoprotein Q9SUM2 At4g30220 

Small nuclear ribonucIeoprotein family protein, mRNA 
120 Q9C6K~ Atlg76860 

splicing 

124 nucIear cap-binding protein, mRNA metabolism Q9XFDI At5G44200 

157 RNA-binding protein-related F4JM55 At4g28990 

Table 3. NucIear localized protein identified by LC-MS-MS In Col-O and cerkl 

following chitosan treatment. 

Protein description Uniprot ID AGI 

Miscellanous 

6 Homologous to the co-chaperon DNAJ protein Q94AW8 At3G44 1 10 

27 EPITHIOSPECIFIER MODIFIER 1, defense response to bacterium Q9LJG3 At3GI4210 

35 RECEPTOR FOR ACTTY ATED C KINASE 1 A, MAP-kinase scaffold 024456 AtlGI8080 

DNA-RNA binding proteins 

4 Nuclear RNA binding protein A-Iike protein Q8LDQ7 At5G47210 

5 GLYCINE-RICH RNA-BINDING PROTEIN 7 COZ2N6 At2g21660 

15 rnRNA splicing factor B3H6J5 At3g49601 

16 RNA BINDING PROTE IN Q04836 At4G24770 

20 RNA polymerase I-associated factor PAF67 F4JY76 At5g25754 

21 ATWTFI, RNA recognition domain AOMFS5 At4GOI037 

22 ' GENERAL REGULATORY FACTOR 3, 14-3-3 gene P42644 At5G38480 

23 COPPER RESPONSE DEFECT 1, putative ZIP protein, DNA binding Q9M591 At3G56940 

26 Histone deacetylase HDT2 Q56WH4 At5G22650 

28 MAR-binding filament-like protein 1, DNA-binding protein Q9LW85 At3GI6000 

32 Nucleosome assembly protein l-like 1 B3H684 At4G26 1 10 

43 Emsy N Terminus and plant Tudor-like domain Q9C7C4 At3G12140 
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46 Histone deacetylase HD2A F41378 At3G44750 

49 Serine/arginine-rich SC35-like splicing factor Q9LHP2 At3G13570 

59 U2 SMALL NUCLEAR RlBONUCLEOPROTEIN B, splicing 022922 At2G30260 

61 DEK domain-containing chromatin associated protein Q84JB7 At5g63550 

64 ATGRP8, glycine-rich protein with RNA binding domain B9DFJ8 At4g39260 

66 MLP-LIKE PROTEIN 423, defense response, mRNA modification Q93VR4 AtlG24020 

Translation 

8 LOSI, translation elongation factor 2 Q9ASRI Atlg56070 

17 Ribosomal protein L4/Ll family F4KDU5 At5g02870 

19 EMBRYO DEFECTIVE 2184, structural constituent of ribosome Q9FWS4 AtlG75350 

24 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E Q9C5Z3 At3G57290 

25 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B F4K4D5 At5G27640 

29 40S ribosomal protein S3a-l Q9CAVO At3G04840 

30 40S ribosomal protein S16-3 A8MRX2 At5g1838 

31 Ribosomal protein Ll9 Q8WI0l AtlG02780 

36 40S ribosomal protein S20-1 P49200 At3G45030 

37 Translation elongation factor EFI B/ribosomal protein S6 D7KNE3 At5g19510 

38 Elongation factor I-beta 2 Q9SCX3 At5g19510 

39 Ribosomal protein SI Op/S20e family protein Q9LK61 At3G13120 

40 Ribosomal protein Ll 0 family protein B5XOPO At5g13510 

47 50S ribosomal protein Ll9-2 Q8RXX5 At5g47190 

48 TRANSLATION INITIATION FACTOR 3 SUBUNIT Hl Q9C5Z2 AtlGI0840 

50 RIBOSOMAL PROTEIN SI OE B Q9FFS8 At5G41520 

54 60S ribosomal protein L36-2 Q9M352 At3G53740 

58 60S ribosomal protein Ll7-1 Q93VI3 AtlG27400 

60 40S ribosomal protein S24e Q9SS17 At3G04920 

62 Elongation factor 1 B beta A8MRC4 Atlg30230 

Discussion 

MTI response is dependent on the perception of conserved pathogen molecular pattern at 

the cell surface by pathogen recognition receptor (Bolier and Felix, 2009). Following 

activation these receptor will activate downstream MAPK pathways (Jones and Dangl , 

2006). Although two MAPK pathways are known to be involved in MT! signaling (Asai 

et al. , 2002; Gao et al. , 2008) recently more MAPK have emerged as being 

phosphorylated upon flagellin treatment (Nitta et al. , 2014). Genetic screens have largely 
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contributed to our understanding of plant defense (Glazebrook et al. , 1997) and the 

molecular dissection of defense signalling pathways (Monaghan et al. , 2010). Ali 

genetic screens aim to find the genetic basis responsible for a phenotype, however when 

two or multiple proteins can perform the same cellular function and act redundantly, 

genetic screen are helpless since each of the single mutants often do not display a 

phenotype. Therefore we wanted to use an approach that would be phenotype 

independent to discover component that participate in the establishment of the clefense 

reponse resulting from PAMP perception. To this end we used high performance liquid 

chromatography electrospray ionization tandem mass spectrometry to identify 

component that localized to the nucleus following chitosan treatment. 

We sprayed Col-O and cerkl plants with chitosan and quickly froze the tissues 15 

minutes after treatment. We took great care in preparing nuclear fraction according to 

Cheng et al. (2009) and we used HSP70c as a cytosolic marker to ensure that our nuclear 

fraction did not contain cytosolic proteins (Figure 1 b). Despite ail this care Figure 2A 

c1early shows that proteins from various cellular compartments were detected by mass 

spectrometry, however most of the contaminating proteins (chloroplastic, mitochondrial, 

primary metabolism) were found in ail tissues and conditions and the intersection of the 

three circles (Supplementary table 4). 

Many proteins related to translation were identified, for instance Table 3 contains nearly 

50% of proteins that are either part of the ribosome or that actively take part in the 

translation. Since ribosomes are assembled in the nucleus it is not surprising to observe 

so many ribosomal proteins, however it is interesting to observed that their identity 

differs when the plants have been subjected to chitosan as these were not observed in the 

water treated control and specifically accumuhite following chitosan treatment. It is weil 

known that the ribosome composition is highly heterogenous and varies during the plant 

development to ensure translational regulation (Horiguchi et al. , 2012). Hence, one 

could speculate that the ribosomes subunit may need to disassemble and reassemble 

following elicitor detection and triggering of MTI. Recently, JIP60 a barley protein that 

can mediates a switch in translation toward stress and defense protein synthesis was 
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discovered (Rustgi et al. , 2014). This protein, which alters translation in the presence of 

jasmonate and at senescence, is composed of two domains including one having 

similarity to eukaryotic translation factor 4. Our lists contained several eukaryotic 

initiation and elongation factors that could have specific roles in regulation translation 

during biotic or abiotic stresses. To our knowledge the specific roles of ribosomal 

subunit has not been investigated thoroughly in the context of plant defense, but based 

on our results, it appears that sorne specific ribosomal subunit may participate in stress 

response. 

One other types of prote in that was observed abundantly in our study are DNA 

modifying enzymes that have the capacity to affect chromatin remodeling and further 

affect transcription. The role played by chromatin remodelling proteins in regulating 

Arabidopsis defence responses has been reviewed in Berr et al. (2012), it should be 

noted that mutation in chromatin-remodelling enzymes such as histone acetylase and 

deacetylase could result in pleiotropic phenotypes (Berr et al. , 2012) not specifically 

associated with MT! or ET! but could play prominent roles in transcriptional repression 

and activation at the onset ofthese processes. 

RNA-binding proteins of various families , including proteins linked to mRNA splicing, 

export and maturation represent a large number of the proteins that we identified 

following elicitation by chitosan. RNA export defect has previously been shown to 

suppress NB-LRR mediated immunity (Zhang and Li, 2005; Germain et al. , 2010) , basal 

response (Zhang and Li, 2005) and abiotic stress (Dong et al. , 2006). Thus it appears that 

many more proteins in RNA metabolisms may participate in the defense response. 

Bolier and Felix (2009) reviewed in detail the molecular events that take plant upon 

MAMP perception. As early as 30 seconds after perception H+ and Ca2+ influx 

concomitantly with K+ efflux occurs, while 2 minutes after perception oxidative burst 

also takes place. Experiments in leaf protoplast showed that MAPK activation can be 

detected within 5-10 minutes, which results in increased production of ethylene. Still 

with 10-20 minutes, receptor endocytosis starts to take place and the induction of nearly 

1000 genes can be detected within 30 minutes. Additional changes will take place, those 
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will happen hours or in sorne cases days after MAMP perception (Bolier and Felix, 

2009). 

Many molecular events take place during the first 15 minutes upon MAMP perception 

and they set a point of no return upon which the cell has committed to launch a massive 

transcriptional reprogramming required for the establishment of the basal reponse. We 

choose to focus on the early activated molecular components that participate to MAMP 

signaling in the nucleus. While the focus has largely been on MAP kinase pathways our 

data indicates that ribosome reorganization, DNA modification and RNA maturation 

could play major roles early du ring the response to MAMP. Specifie components 

affecting translation or switching translation to a defense mode will be further 

investigated. Similarly, the participation of chromatin remodeling enzymes and RNA 

modifying enzyme should be investigated. The study of these components is however, 

hampered by the fact that the use of corresponding knock-out lines may display 

pleiotropic phenotype or show lethality and therefore alternative approaches will have to 

be used. 

MATERIALS AND METHODS 

Plant materials and growth conditions 

Arabidopsis thaliana cerkl seeds (SALK_007193) were obtained from the Arabidopsis 

Biological Resource Center (ABRC). Col-O and cerkl seeds were sterilized for 2 min in 

5% (vAt) bleach solution and 0.1 % Tween-20 and were then rinsed in sterile water. The 

seeds were incubated at 4°C for 2 days and finally transferred to the growth room at 

22°C in a l4h light/lOh dark cycle. Plants were grown for 3 weeks in soil before the 

chitosan treatment was applied. cerkl genotyping was performed using PCR (for 

primers see Supplementary Table]). 

Chitosan preparation and treatment 

Low viscosity chitosan was purchased from Sigma-Aldrich and used at a concentration 

of ] 00 Ilg/ml. Chitosan treatment of Arabidopsis leaves was performed by spraying a 

chitosan solution until imminent run off and waiting 15 min before harvesting the 
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leaves. Chitosan was solubilised using glacial acetic acid, then diluted at IOO~g/ml. 

Consequently, we used similarly diluted acetic acid solution to treat the control samples. 

Gene expression analysis for the verification of chitosan treatment. 

Total RNA was extracted using an RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA, 

USA) according to the manufacturer' s instructions. RNA quality was assessed by 

agarose gel electrophoresis and quantified by spectrophotometry. One microgram of 

each sample was reverse transcribed into cDNA with High capacity cDNA archive kit 

(Life Technologies) and diluted lü-folds. Quantitative RT-PCR amplification (qPCR) 

was carried out using an Mx3000P Detection system (Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA, USA), with primers described in Table S 1. qPCR reactions were carried out 

using a SYBR Green PCR Master Mix (Bioline, London). 100 ng cDNA template, and 

primer sets (final concentration of 0.4 ~M for each primer (Supplementary Table 1) 

were used in a final volume of20~1).The thermal profile of the qRT-PCR reactions was: 

95°C for 2 min, 40 cycles of 9YC for 5 s, 58°C for 10 s, and n oc for 5 s. Moreover, to 

analyse the quality of the dissociation curves, the following program was added after the 

40 PCR cycles: 9YC for 1 min, followed by a constant increase of the temperature from 

55°C to 95 °C. The data were analysed with the MxPRO QPCR software. An Rn 

threshold of 0.2 was selected to obtain the cycle threshold (Ct) values. The expression of 

Actin l(ACTl) gene was used to normalize ail the qRT-PCR results due to its highly 

stable expression. Expression levels (Exp) of each gene were calculated according to the 

L\L\Ct equation. Three biological replicates for each treatment were analysed. Standard 

deviation was calculated in accordance with error propagation rule. 

Preparation of the nuclear proteins. 

To analyse the nuclear proteome content, nuclei were prepared usmg the method 

described by Cheng et al. (2009) with sorne modifications. Briefly, 15 minutes following 

treatment, 4g of 3 weeks-old Arabidopsis leaves were ground in liquid nitrogen. Ali the · 

steps were performed on ice or at 4°C. Tissues were re-suspended in extraction buffer 

(20mM Tris-HCl (pH 7.4), 25% Glycerol , 2mM EDTA, 2.5 mM MgCh and ImM 

PMSF) and passed two times through nylon filter mesh of 60~m and 30 ~m (Cedarlane, 



47 

Laboratory). The remainer of the protocol was carried out as previously described 

(Cheng et al. , 2009). The nuclei enriched pellet was resuspended in 50 mM ammonium 

bicarbonate and 1 % sodium deoxycholate for trypsin digest, which along with mass 

spectrometry, was carried out at proteomic platform of the Centre de Recherche du CHU 

de Québec. 

Sam pie preparation for HPLC-ESI-QT Orbitrap Mass Spectrometry 

Protein in solution were alkylated and digested with trypsin. Tryptic-digested peptides 

were recovered through a series of extraction steps. Extraction with 25mM ammonium 

bicarbonate and acetonitrile was followed by a second extraction with 5% trifluoroacetic 

acid (TF A) and acetonitrile. Extracts were pooled and Iyophilized in a vacuum 

Iyophilizer. Lyophilized tryptic peptides were re-dissolved in a solution containing 

water, acetonitrile, and TF A (93:5 :2), and bath- sonicated for 5 m in. The peptide extract 

was prepared using the solution - phase nitrocellulose method (Landry et al. , 2000). 

HPLC-ESI-QT Orbitrap-MSIMS and database searching 

Peptide masses were measured on a ESI-QT Orbitrap MS (Orbitrap Fusion, CHUL, QC, 

CA). Peptide mass fingerprint data were matched to the UniProt Arabidopsis database 

entries using the SCAFFOLD program (Scaffold _ 4.4.0 Proteome Software Inc. , 

Portland, OR). The following search parameters were applied. Mass tolerance was set to 

10 p.p.m, and one incomplete cleavage was allowed. Alkylation of cysteine by 

carbamidomethyl , dehydrated of the n-terminus, glu-, pyro-G1u of the n-terminus, 

ammonia-loss of the n-terminus, deamidated of asparagine and glutamine and oxidation 

of methionine were set as possible modifications. Peptide identifications were accepted 

ifthey could be established at greater than 6,0 % probability to achieve an FDR less than 

1,0 % and contained at least 2 identified peptides. Protein probabilities were assigned 

by the Protein Prophet algorithm (Nesvizhskii et al. , 2003). Two biological replicates 

were injected for ail conditions. For comparison purposes three additional dataset were 

used; data was aggregated from the proteomic paper of cold-treated Arabidopsis plants 

of Bae et al. (2003) and from the Arabidopsis cytosolic proteome of Ito et al. (2011), 

finally we also extracted ail the AGI's corresponding to the predicted nuclear proteins of 

Arabidopsis Subcellular Database (SUBA, http://suba3.plantenergv.uwa.edu.au/). 
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Imm unoblotting 

The purity of the isolated nuclear fraction was evaluated by Western blot analysis. 

For immunoblotting, proteins were separated on 10%SDS polyacrylamide gels and 

electrotransferred onto PVDF membranes. Membranes were incubated with anti-Histone 

H3 (Agrisera) and anti-Hsp70c (Agrisera) antibodies for one hour. Antibody-bound 

proteins were detected by incubation with secondary antibodies conjugated to 

horseradish peroxidase using the ECL system. Ali washes were performed as previously 

described (Germain et al. , 2007). 
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SUPPLEMENTARY INFORMATION 

Table SI. Primer li st used in thi s study. 

cerkl genotyping SALK 007193C LP GACGCCACAGAGTTAAAGCAG 
SALK 007193C RP TGAAGCTTCCTTAGATTCCCC 

qRT-PCR ATIG22810-F TCC ACAGTACCAGCGTGAi\C 
ATIG22810-R GGCCGCCCAGATAATCATAC 
AT2G37430-F GTTTTGAAACGATGCGGTAG 
AT2G37430-R GGGACAA.ATGTCTTCCCAAAG 
AT2G44840-F CAGTTAi\.CGTCGGAGCAGAAG 
AT2G44840-R CATCGAAGTAA.i\ACTGATCCAC 
Actine I-F CGATGAAGCTCAATCCAA.ACGA 
Actine l -R CAGAGTCGAGCACAATACCG 
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Table S2. List of ail the proteins identified In the nuc leus of chitosan treated cerkl 

plants. 

- , 
Pl'Otein descript,oo UniprolID AGI 

1 Ribooolllal protein 1.6 ramily Q9FZ76 AtlGl8540 

2 H\<-a!uroll/Ul f mR,.~A binding family 023:593 At4217S~0 

3 Putati".., uncharncœrized, IllRNA binâin~ family Q9LNlO At5g11240 

4 Tramdncin family prot .. inlWD-40 Je;><'at tamily protein, nud~tide binâin .. ; B5X503 At5,,1124O 
5 Carboxjib=fera ... alpha subl1nit of acetyi-CoA c:uVox\'l •• e Q9LD43 At2G3S040 
6 RPTl A, 265 prot ... .., regut.lory subnnil 7 homolo!!, A, REGUlA TORY P ARTICLE TRIPLE-A 1 Q9SSB5 Ailgj37:50 
7 CR\\'N3 , Crowdd nuclej 3, Duel"",. mateL" component Q9CM2 AtiGliSï90 
8 FUG l , T mmlation initiation factor Q9SHIl Al l gl7220 
9 }\"''>fY3, Alpho-amvlase 3 Q94A4l AtlG69&30 

10 MGPlll1ALE G.,\METOPHYTE DEFECTIVE 1, FAd IDbunit oftnitochoodriai F1FO-ATP .... ~ ... e F4m4 At2g11870 
Il Chromatin struclllfe-remodelin!!, OOtIlplex pror..in SYD F4IHS2 At2g18290 
12 Ferr~cxin-~dent ,glut3ma.te syntho:se Q:54OF4 At5G04140 
13 Protein EM5Y -LIKE 3, rel!:Ulaticn of ChrOlll3tin mies, bosal immunitv ~'ded:218309:50} F4K2FO AI:5G13020 
14 CDe73 homolcg, CcmpoMnt of the PAFI c""'Plex (pAF1C) which is in"olve<! in hi.wne modifications Q9IJ87 At3g22590 

15 ShepE't'd, HSP90-like prot".in D7M8W9 AWG14190 
16 Snbnnit of eubryoûc initiation factor 3 (eIF3} required for binding of 1llR.~A to 405 subtw.it QOWW1O At4g1l420 
17 !l.1ED16, MediafM ofRl~A pol"m"",.... II tmns.c:<Ïl>.tiOIl subunit 16, positive reml.tieu <lfSAR F4JGZI At4~920 

18 EUKARYOTIC TRA?<;"SLATION INITIATION FACTOR 2 GAl'dll.fA SUBUNIT Q64490 Atlg04170 
19 ATP5CS, DELTAI-Pl'RR0LIl'.'E-5-CARBOXYLATE SYNTHASE 1 B9DFGO At2G39800 
20 Putati .. .., ribc. omal pmlein S9 Q67Y2 9 Atlg74970 
21 26S proteas= tllJn-ATPaoe regulatcry . ubunit 13 PSUA AI:5g~5620 

22 ACT domnin-œnlainin.!!!: pmtein Q9FZ47 Atl d 6&80 
23 NUCLEOSTEMIN-LIKE l , lludeolar GTP- binditt!!!: J'totein invoh'ed in RNA metbvlaticn Q93Y17 At3g07050 
24 215S prote"se .egulat"ry.'Ubunit 8 hOlllolo.g B D7LZD8 At:5l1.20000 
25 14-3-3-1ilœ pmteill GFI4 oolega Q01525 AtIg78300 
26 N.-'\D(P)H DEHYDROGENA::iE 5UBù"NlT 48 Q959N6 AI1215980 
27 MAKI 6 protein-related, RNA methylaticn F.fI4QI Atlg13::S0 
28 RPTla encodes the 265 proteMome subwtit, showu to re<rul"te .1rene &ilencing via DNA m.thylatioll. Q9SZD4 At-t!(l904O 
29 TGF-BETA RECEPTOR INTERACTING PROTEIN l , cO-imnnwop''''cipilat<s with ERII QOWVZ3 At2g462S0 

30 5-~thyitetrnhydropte1"y1trigl\ltrunate-homorysteine methyitmtsfet'ase 050008 At5017920 

31 TR..I\NSCURVATA 1, eneodes a member ·ofthe NUllÔ2 ~utx:OOllllex of the Arabido!>sis NPC, QSRWH9 At4g37130 
32 MITOIIC ARREST OffiCIENT 1, enc.odes a spindle a~semblychedpcint protein MADl Q91.TYl At5g49SS0 

33 Pfotein TOC75, mediates the insertion ofproteins tatl~"ete<! ta the OlllE't' membrane cfcblofop1a~1 Q9STE8 At3!\4674O 
34 fu."IA-binding motit7Ribosomal pmtein 54 family protein Q6S3D4 A15g15750 
35 Ribosomal protein L7 Aeil30e1S 1 2~'Gadd45 family prot.ein Q8LCC7 At42',22380 
36 PRP38 family protein, Pte-mRNA-!>lllicing factor 38 Q8Œ54 At2g40650 

37 Carboxylate cllllllll-tt"tratlicopepiide repeat llfotein. interact with H~1>90iHsp 70 as co-cl1~ones_ 048802 Ali 11,6239 
38 R."IAbelicaseDRHl QSHB6 AI3OO154O 

39 E\fBRYO DEfECTIVE 2770, RNA-dÏIected DNA methvlation. mRNA ~l'hciw!' Q9ZT71 At4203430 
40 S.,.-ïnelllnlininj!-nch SC35-fu splicfu!!; factor Q8L3X8 At3g55460 
41 RZIB. Putative RNA-binâing,. zinc ful!~e(- dytinNich RNA~binâing in.o.I"'j!d in cold loleoratlCe 022703 At1~60650 

42 EMBRYO DEFECTIVE 2738, GTP binding B5X565 At3e:12080 
43 \\'0-40 protein invoked in histone dellœtylation in re,1"'~ te abiotic ~=~ Q9FN19 At5~6Î320 

44 UR, .o\n:uaclillo-repeat containing ploiein Q9LS90 At3ù2990 
45 VATEl V-rypeprotonATPa~e li1llmnitEl D7LYX4 At4g11150 

46 SWIB/MD~!2 damain ~cperl';mllly protein. function unl.-nov..n 082326 At1g148&O 
47 TOUGH, fntemcls with TATA-box binding pro!ein 2. RNA bIDding Q8GXN9 At5g230S0 
48405 tibooolillil pmtein 811-1 P16181 At3!!,48930 
49 RH40 DEAn box RNA h~.licase funily pt'ott>in Q9SQVl At3G064S0 

50 2-oxo ~tltarate de,h;'drogetlllse F4IWV2 At3!',:55410 
51 THO co1tlplex 5ubunif lB .. oomponenl THOiTREX cot11jlle~ RN.A. splicing, Q9MST6 At3g01950 
52 Galactose oxidaseikelch repeal &llpeÛamily protefu; Q9FZS2 AtlG18610 
53 26-kD peroxisomal membrane prolein, BeIiJf1!!,Jl to the small heal shock: protein (HSP20) family A7V1Hl AtIG06460 

54 Sfllllll RNA degradin.~ DUclea>e 3, re.eulation oftranocription F4K3N3 At5!\67240 
55 Ribosomal sn familYllf'otein B9DGMO At5G04S00 
56 26S prolease regulatoty sublw.it 6B homolog Q9SEI4 At5!',:5S290 

57 Signal recognition partîc\e 54 kDa protein P371 07 At5~3940 

5 S Photcuopin 2 ASMS49 At5g5S140 

59 Alpha-adaptin (alvha-ADR}, pr'otein tt3IlSpoltet· activ:itv QSLPL6 At5!!'22 /70 
60 Oxidareducts<s, COn12 At2g1994O 
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61 Probable SllCfo5e'ph""pOOtase 2 Q9SJ6.6 At2g35S40 

62 RPT5B, 265 pl'Otease re!!,Ulaioty subunit 6A homolog B 004019 Atl~9100 

63 TIR-NB-LAA receptel·-tik~ protein tOOt confers n~si5tance ta the p"thogen~ L marul:lill Q9FTI7 At4g16990 

64 lL~A binding (RRMiRBD/RNP Illiltifu), lL~A processinE F4J9U9c AOg12640 
65 LV/Dt, transcription regulatory region DNA binding Q9LPV9 Atlg12910 

66 Ma~lIm-"helalase subunit 1'16127 At4~I84S0 

67 ACT ôcmain-conWcing SInaIl SOOlullt ofacelclaC13te 5)'nthase prorein Q93YZ7 At2g3 1S10 

68 RPNlO, 26S prcteasOIn'-' uou-ATl'ase re!mlatctY subucit 4 1'55034 At4~8630 

69 T~lix tnmscription factt'r ASII2, sequence-s~cifk DNA binding tr:lillcriptiou fadrus Q9U G8 AOGl41S0 

70 ElolU!alÏon factor G Q9Sm Atlg62750 

71 Tmm;ô"c.inli.VD40 repeat-like SI!peffami1y pmtein, nudeotide biruling Q94AH2 ArS264730 

n ARA TH ABC transporter F famity 4 Q9M1ID At3g54540 

73 Iigb\-ban .. e.stine; complex [clüorophyll nib ASMS75 At3g54890 

74 VERNAllZATION lNDEPENDENCE 5, 1e;!;\llatlon of transcription. DNA biudin;!; DTh.'W58 Atlg61040 

75 DEA(DIH}-box R.1iIA helicase family protein B9DFQ2 At4016630 

76 SurfeilloctlS ~ein 6, function onl:nowu ASMRS2 ~r5g05210 

77 Thiamine tbiazole synthase Q38814- At52,54770 

78 mRNA splicing fuctOl", Cwfl S Q9MAB2 AOg05070 

79 SV.'lISNF cOIll;llex subWli.t SWilC, ATP-depeudell1 Clll'OIIIlJM-Jewodeliug complex Q9XI07 Atl g21ïOO 

80 Splicing facter œaflarge subunit B, Nece.ssary for the· splli:ingof pre-mRNA. QSL716 Atlg60900 

81 lL~A polymerase s.ubutllt Q39215 Atl060&50 

8.2 DNA J l'ROTEIN A 7, Moleetûar chapero~ B9DFS2 AtlG80030 

8.3 Vllcoolar A TP ~llthase "ubllnit H f::unily protein B9DHN& At;G~2050 

84 Unkno"'ll pro!ein F4IYD5 AOgOI06O 

8.5 GDSL-motif esterare/acvlIr31lsfacase/lipase Q9Ml 53 At4g01130 

86 PERl1 Peroxidase 31 Q9LHA7 AOû8200 

87 Seq=Npecific DNA binding lmnSCriptioll factors Q8LF33 Ar3G11l00 

88 26S protease re!1).ilatOly suburut lOB homolo!!, A Q9SEil AI5043010 

89 DNA 1 l'ROTEIN A5, molecul1l1' chaperone Q940Vl AI4g3996O 

90 Zinc knlld:le {CCHC-type}, lL"!AlDNA binding Q9LZQ7 Atlg62330 
91 Casein Icina!œ-like protml Q9UD3 ABgJ3670 

123 ATP-d~dent helica5e acr1\ily 1'93008 At2033730 

124 nudear cap-bindingprotein, mRNA metabolism Q9XFDI AtSG44200 

125 SignaI recognition prutic1e 19 kDa pmtein Q943Z6 A11048160 

126 pfedicted te encode li protem wiih a D',\'D motif mlclectide blliding QSXEV4 Atl~5030 

127 DEAD -box A TP -dependent RNA helicase 51 , IL~A œeih}1atiOll Q9LIH9 AtlG18600 

12.8 TUDOR-SN protein. RNA binding protein \Vith n lldease activity essenti:al for stress respcnse. F4K6NO AtSG07350 
129 Trip~tid}i Peptidase IL F4JVN6 A14020850 

130 40S ribownW protein &23 QSLG36 At3G096S0 
131 DEAn-box A TP-depeudent RNA helicase PRH75 Q39189 At5062190 

132 Elolll!alÏon ractor 'l's, RNA bindin;!;, translatiou elonoatiOll filctor activitv Q9SZD6 At4G2906O 
133 Histeue chaparoue, Binds te 1 as rDNA and ""PleSse. ils expt"ssiotL F4JSK5 At4G2534O 

134 Riboscma1 protein S5 fanilly prctein B5BRD8 Atlg58684 
135 PLo\STID MOVEMENT IMPAIREDl, po~itive re~ation oftramcripticu COZ23& Atlg42550 
136 60S rioosomnl protein U4- , RNA mdhyiation P38666 At3053020 

137 3-DEOXY-D-ARABINO-HEPTIJLOSONATE 7-PHOSPHA TE SYNTHASE Q00218 At4G33510 
138 Glutllthione S-tramferase F1 0 P42761 At2030870 

139 IÙJhredoxin-like supe<famlly prctein Q9F14ï Ar505l010 
140 Glycine-rieb protein, RNA/DNA binding. DSB-t'epaU F4JP90 At4g17620 

141 1L~TEDEH\~ROGENASE B9DI56 At3G475:!0 
142 Signal recognition l'article,. R.~A binding B9DGY4 At1G43640 

143 REA T STRESS TOLERANT DWD 1 Q9ZL'NS At1Gl9540 
144 Unknown fiulction COngo At3g6O&lO 

145 Sma11-~'libwllt processome, Utp12 QSU03 Ath:15420 
146 F AR-REDELONGATED HYl'OCOTYL:; Q9UE5 A13022170 

147 Rioosomal protein L7 Ae Q9SKZ3 A1203::06O 
148 lœtol4lcid redtlc.toisolIlemse. Q05758 A1305&610 
149 Pescadillo nrn:leolar protein, regulate" of1ibo.ome bic~oi. and mitotic progres<i<ltl, Q9LYK7 At5Gl4520 

150 Putative uncbarllcterized protein F4JRAO At4037090 
151 HEMERA, Present. in tmn,criptionally acti.'e plastid Cht'OUlOSOllleB, 06468:; At203464O. 

152 SEC6, member orthe exoc . .,,~1 complex 1';""" famiI\' Q94AI6 AtlG7IS20 

153 LIPO.<\.\>IIDE DEH\~ROOENASE 1 Q9M5K3 AtlG.t8030 
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92 ARlvf "ep~t ''lll'erfamily protem, melal bindillg Q94K4S At3g62530 
93 Nuc!em-ac.ting plant-specifie dock fegu!alor B3HïFiS At3022380 
94 Protochlorophyllide reductase C D7KCG7 AtlG03630 
95 Glmathiolle S-traustèt"ase D7KBEI AtlG02930 
96 Small m,cie",. tibot:ru:cleopt·otem Q9Snf2 At4g30220 
97 llioredoxin-lilœ protein CITB:X Q9M7X9 At3G06730 
9B 60S ribosomal prOœ1n L14-1 Q9SIM4 At2g2o.t50 
99 COBRA- ~vcor,1pbosphatidy1illosit<ll-rulc.hored pmtein Q94KTS At5G60920 

100 Probable methyl.trnnsfetase PMT 14 Q94EJ6 At4g18030 
101 40S ribosomal PfOœ1n 064650 At2G45710 
102 Dïhydmlipoamide acet\11Ian.rl'etalle Q8R\VN9 At3g13930 
103 40S ribosoma\ protein S33 Q41262 A14034670 
104 PECIlli METHYLESTERASE Il'<rnBITOR 1. PME 1 QSLC60 AtAG12390 
105 Prohibitin-2 Q9Th'T7 Q9ZNt7 
106 GlutatlUone trrun!hase 080832 At2G30860 
107 ROOT ThlITIA nON DEFECTIVE 3, mlCleotide bindiog Q9M3B4 At3G491S0 
lOB ACYL-COA OXIDASE 5 Q9ZQP2 At2635690 
109 MITOCHONDRlU PHOSPHATE TRA..~SPORTER 3 Q9FMU6 At5G14040 
110 Short life l , PHD finger:wd B.o\H motif cowainingpmaltve uanscriptîoo factof F4JV93 AI4039100 
111 Sterile alpha motif(S.~ domain-contlining protein. chromatin silencing by small RNA F415C6 AtlG701S0 
112 40S libosomal proœ1n S19 Q9FNP8 AI5061170 
113 E]l;liANCED SILENCING PHENOTI1'E 4, RNA proce~.ing Q9M033 At5GO 1 400 
114 Suppre5sOf-of-\Vhite-Apncot. &~A proc~sing 049570 At4g312oo 
115 3-KEIOACYL-ACYL CARRIER PROTEIN S\"N1HASE l, KAS! P52410 At5G46290 
116 M~dialct· of RNA pol..,merase II lransCllPtioo subunit 32 QS4V,V5 AtlGlt760 
117 CEllDIV1SION CYCLE 48, cel! di\~sion cvde protein. a membef cf AAA-lype A TPare:i g ... ne Wnily B9D155 At3g09840 
118 C.A.L\.fODULIN-BlNDING TRANSCRIPTION ACTIV ATOR '.!. CAMTA2 Q6NPP4 At5GM220 
119 Sïgna1 recognition pamele 9 kDa ",-ojem Q9SMU7 At3G491oo 
120 Sm"li m,c1e31 rilx>nucleoproteill tamily proleru, mRNA splicing Q9C6K5 Atlg76860 
121 EARL Y BOLTrnG ru SHORT DAYS, c:hromatîn assembly or disassembly_ rerulatien of transcription" 065462 AtAg22HO 
122 protein homologous to trruIsiationally conlIoUed fumor protein (ICTP) from Dro;ophila P31265 AGGl6640 

154 ATIJ2AF35A, RNA splicing, mRNA proœssing A8MRJl AtlG27650 
155 !n'Portia mbunit alcha F4HZ06 AUGQ9270 
156 ZINC FlNGER PROTEIN 1. neg;rtiv" reguhtion of tmnslation QSGXX7 At3G02830 
157 RNA-bindiog protein-related F4JM55 At4g2S990 
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Table 83. List of ail the proteins identified in the nucleus of chitosan treated cerkl plants. 

'Nl.UÙCIer:of .I:Pe!Cnm1.~ 
ŒP.Kl dtitos.m Co~chita~ 

UsiprollD AG! Rf'Prull' l R~lic1n2 .. eplii::J.'ta 1 Rl!pu.: ... ·l 
Q{>SJEl AtlOO!52ê 23 14 9 10 

z FRT.icr05E-B1S~HOSPHA TE AtOOUSE 2 Q944Ci9 AI4Œ8970 12 9 10 9 
QV\O'VH4 AI1~090 J S 
Qn.DQ7 At5O<1nHl 6 S 
CODN6 AUÇ1660 
10000AWa At3<*11lô 
004658 ."15627120 11 9 
Q{>ASRI Atl.g5W7t; 1:1 Hl 
PS14IS At2Œ4!80 E 4 
P.567~ j\tCGOO110 B 9 

11 A("TIN 8 QllB!l4 Atl0<19~4') 9 6 
i l . h-U1ROXYPYRlr\'ATE PJlDUCTASE Ql'Cl/W5 AIIG11S0W U 9 

Q9LR30 Al l"23311.) Il 12 
14 VB5It.U-1NDUClNG PROTElN IN l'LASTIDS l, VIl'P l OS0796 AIIG<!52W E E 4 

R3H6J5 At3.~4PWl II , 3 
10048.6 At4G~4710 4 

11 F~oo.omol ~rot.in L4,1.1 !amilv HX01J:I AI5d12Sil1 4 
"' 

l~ 

0Ii5449 .-\t4:21010 S 5 6 
U IlMBRYO DEfEt'TIV!' 21&4, ,m:c=l <mmi.- cfriborom. Q9FWs-l AtlG'7535G 5 
10 F.NApo~ I-."oaa1ed !actor PAF67 F~JY7~ At5t)5754 7 

AO:MFS5 ... ,4001031 10 
ZI GENERAL REm iI.ATORY FACTOR J, H-3·] :.0. NJ64! A I5G*!48() E 
li COPl'ER RESPONSF; DEFEC7 1. put!ti\ .• ID pr""'", DNA b.,:!lng Q{>M591 At3G56!l4(l 7 3 

Ql'C5Z3 A13G57~9i1 8 
F~K~DS AISCzl764ê Il .5 ~ 

'Q<.hWH4 A15G22650 5 :\ 4 
Q9UGl At3Gl4210 6 3 
Q{>LWS.l At3Gl6000 ·6 6 

29 40S ribosau:al pr~ .. ;" 53 .. 1 Q9CAVO At3<JO.l$40 7 2 
JO >lOS noosao:>! proto;" $ 16-3 OS=ArabîdoP'Î' Wit!ll:la G'N=AtiglE3S0 PE=4 SV=I A.t.\.!K·O .4.t5:g1S38 4 ~ 

n Fibo.omal protein L IP Q8WIGI Atl OO27SQ 4 "' IDHl$!!4 At~161Hl ·6 4 
Q941G5 AtlGM190 6 4 -1 
Q9C'A57 AtlG'i4410 ·6 
024456 .... IIGlSOSQ 5 3 

JO '105 riboso=! protoin 520-1 P; 9200 A130<150311 4 4 
D1K.'!E3 At5~19;lO 6 4 

IQ{>SC'X3 At5d9510 .5 
Qi/1.K61 AtiG!3!)!) 3 
B5XOPO At';~I3;lO 3 4 
QBRYS7 .0.14009650 6 :\ 2 
Q{>Ll.rn A13Gl7390 ? l 3 
Q9C7C'4 AtiC,!l!;{) -1 4 4 

Qi/FXA5 At;~l957() 3 3 J 
RW4AO .0.13002200 6 6 

H J37R Ar3G44750 2 2 
QSF.xxS A6.47190 '] } 

,(1 Tl'_"'-"<'SLATION !NITIATION FACTOR 3 S\iB\;'NITHl Ql'CiZ2 AdGlO$040 1i 4 J 
Q{>I.HP1 Aool3510 1 

~ ·R!B050MALPROTElN SHlE B Qi/n'Si AtSG415JO 4 ~ 

P46~83 .At11';SSOO 4 ~ ~ 

Q{>W74 .0.15:;7120 1 4 3 
Q{>IJ1XS A!lg2.7D90 

!>4 60S l'ibo!iomal proœm L36-1 Q{>M352 A13053,;{) -1 4 
u CHLORQPI..~ST R.-.A-lIDIDING ~ROTElN 19 043349 .Atlœ14~O 3 2 J 

IHH~O .0.15009900 3 6 
S7 l!BTA G..u.ACrOSlD.~SE 1 IQ9SCWl .0.00137;0 ~ 

Q{>3V13 AtIGH4aO 
n Ir- SMAll !-.'UCLEAR R!BONUCLEOI'R01El'N B, 'V~c~ 022~22 AL2GJQ2~0 2 

Q9SS17 At3C.(I4920 2 
QS4Ji11 Atig~'550 4 1 
A&Ml'.C4 AtII'J0210 3 
Q{>~ AtlOO3600 4 " 1 
B9DFJB At4;392eif ] :l 2 
f4IDU!4 AtlN52GI -1 1 
Q93VR.4 AtlŒ402{l 2 J 
IQBl.DQ& A15z,41~5 

., 2 
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Table 4. List of ail proteins identified In the nuclei of Col-O and cerkl treated or not 

with chitosane 

.. 
Water Chitosan 

f'rDtein de5Cl'iption Uniprot 10 CoHl cerU cerk'l Q,I·O 
1 Q9SS02 ARATH F18B13.15 proteln Q9SSD2 {+1) 17 37 56 33 71 71 44 
2. SSGl MATH Probable granl.de·oound starch ,yntnase 1, chJoroplastic Q9MAOO (+l 22 23 18 17 23 21 24 
3 RBl AAATHRib'Jlose bispl105phate carboxylase large tilain 003042 (+9) 8 15 17 11 25 23 17 
4 GlYM1 ARATH Serine hydroxymethyltrallSferase 1, mitochcndrial O9SZJ5 20 24 23 17 19 22 21 
5 NUA MATH Nudear-pore aocoor MGSN8(+2) 14 29 35 19 59 54 26 
6 QSSYP1 ARATH F9H16.5 prorein O9SYPl 9 16 48 15 S5 52 17 
7 QSlD60 ARATH SpliCf'osomal associatedprotein 130.0.. QSLD60 13 20 32 19 32 33 23 
8 fNRU MATH Ferreooxin--NADP reductase, leaf isozyme 1, cI11oroplastic O9FKW6 9 15 15 6 12 19 23 
9 SG137 ARATH Myrosinase 2 O9C5C21+1} 10 13 15 10 10 16 12 

10 O9LNCS ARATH Elongation factor lite protein Q9lNC5(+2} 5 16 24 11 31 33 23 
11 f4HXY6 ARATH Nudeoporîn 155 F4HXY6 (+1} 6 21 32 9 32 .33 22 
14 QSLKU3 ARA TH Putative uncharacterired protein T32620_g Q9lKU31+1) 9 12 lB 9 24 29 19 
15 R.H2. ARATHDEAD-troxATP-dependem RNAhelicase 2 Œ4A52{+1} 11 14 14 6 21 21 19 
17 D7KH43 ARALL Histone 1-14 Di'K1-I43 {+4) 5 6 6 6 7 7 6 
18 D7MQU9 .ARAlL Heat ~ho(k protein 93-V D7MQU9 (+l 5 10 11 7 30 29 16 
20 07KI86 ARALL ATLfNR2 D71(186 (+3) la 6 11 8 12 13- 12 

22 Q95TF2 ARA TH Protein plastid tranKl'iptionally active 16 O9STf2 (+1) 2 12 15 12 23 22 19 
23 QSFMF9 ARATH Nudear protein-like O9FMF9 (+l} 5 12 18 7 21 26 17 
24 NOPSS ARATH Probable n.udeolarprotein5-2 Q9MAEl3 S 11 14 4 21 21 16 
2!; PR19B ARATH Pre-mRNA-proce;sing factor 19 homolog 2. 022785 9 11 12 6 12 12 15 

26 D7KHX1 ARALL Elongation factor l -alpha Di'KHX1{+7) S 10 B Il 13 10 9 
27 f41VI7 ARATH Ribufose bispllosphate carboxy1a~eloxygenase F41VZ7(+4} 5 9 11 7 16 14 11 
28 A Tl'A ARA TH A TI' synthase subunit alpha, chloroplastic 1'56757 6 11 9 7 13 15 14 
29 COSVF3 ~TH PU'tative uncharacterized protein At3gS71S0 COSVF3 (+ll 4 10 12 12 17 21 10 

30 Q9SGT7 ARATH Atlg56110/T6l-t22 9 O9SGT7 (+l) :; 6 14 4 17 18 14 
32 F415P3 ARAiH M0S4-i!5sociated œmplex 3A F4151'3(+ 1) 2 5 10 9 16 17 9 
33 EFTU ARA TH Elongation factor Tu, chlaroplastic 1'17745 (+ll 4 5 7 4 16 1.3 7 
34 PMB ARATH Pectinesterase!pectinesterase inhibitor:; 049006 (+2) B li 8 8 Il 10 11 

42 D7MEQO ARALl ONA-directed RNA polymerase D7MEQO j+l) 6 8 18 9 17 15 11 
52 PHS2 ARA TH Al,pha-g!ucan phosphof'{lase 2, o,<t05Olic O9SD76 (+2} 4 2 10 3 12 12 18 
54 01861 MATH Putative DNA-tlindïng proteinAl:1g48610 O94ADl 8 6 9 6 9 8 7 
55 PER12 ARATH Pe.roxidase 12 096520 { .. II 2 7 8 4 10 7 9 

33 
16 
15 
19 
11 
24 
20 
18 
10 
18 
18 
17 

16 
8 

18 
12 

11 
15 
9 
9 

8 
12 
15 
12 
10 

5 
5 
9 

9 
7 
9 
5 
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56 D7lY42 ARAU. Putative undlaractenzed protein D7LY42 (+1) · 5 & 6 5 10 8 S 7 
60 ADTl ARATH AOP,ATPcarrier protein1, mitochondrial P3l167 (+6) 3 S 8 li 11 12 9 10 
61 Q9FJWO ARATH ATSg67630/ K919 20 Q9F1WO 6 7 9 7 13 12 6 12 
64 Q56XH2 ARATH Photosystem Il chlorophyU-binding proteïn Q,56XH2(+4} 4 5 :; 2 7 6 5 6 

65 RK15 ARATH 50S riboscmal proœin as, rnloroplastic P25873 (+1) 4 3 10 li 10 10 9 10 
67 D7UXO ARAU 50S ribosornâl prote!n 1.3 D71lXO (+2) 5 5 6 fi 12 13 10 11 
68 D7lGE8_ARALL Ribosomal protein 55 family prote.in 071.GE8 (+3) 2 3 4 :3 8 8 9 9 
71 02282& ARATH At2g43770 0 22826 4 6 9 4 13 10 10 9 
75 Q94F20 ARATH Atsg25460 Q94f20(+1) 7 3 8 ;) 2 10 9 9 
76 D7l QY3 ARALL Putative uncharacterized protein D7LQY3 (+2) 4 4 :; 2 11 8 g 6 
77 RU2A_ARATH U2 smal! nuclear ribonudeoprotein A' P43333 fi li 10 4 8 10 9 5 

78 D7MOWS ARALl ATIlP49A!R1Nl D7MOWS (+1 5 6 8 4 14 10 9 5 
86 D7KL23 ARAUAtlg31330/ T19E23 1 07KL23 1+1) 5 5 5 4 8 5 3 5 
91 CAS_ARATH calcium sensing reœptor,chforoplastic Q9FN48 3 3 11 7 10 11 8 5 
93 Q08A56 ARATHAt4g:15900 OS=Arallidopsis thaliana Q08A56 {+4} 2 4 8 3 14 10 12 9 

98 CPSFl ARATH Clei!\lage and potyadenylation specifidty factor subunït 1 Q9FGRO 4 3 12 7 8 16 7 " 100 NUP96 ARATH Nuclear po~ complex proteln Nup96l1omolog QSlI.OO(+I) 5 li 10 :3 10 11 4 7 

104 O9L139 ARATH leucine-ridl repeaHontainingp.rotein Q9LT39 (+1) 5 :3 3 () 9 S 8 7 
105 ARP7 ARA TH Actin-related protein 7 QSl4Y5 (+1) 4 2 9 2 9 7 8 2 
107 C3H4 ARATHZincfing~r CCOi domain-.containing protein 4 Q9lNV5(+1) 4 2 8 2 12 9 6 6 
l14 MSI4_ARATH WD40 repeat-<:ontaining protein MSl4 022607 2 4 5 .; 5 4 4 3 
117 O9LYH ARATH Putative uncharacterired! protein At5g11420 Q9tYE7 1+1) 3 9 4 7 10 3 4 3 

121 Q9lSK7 AAATH At3g18œS Q9tSK7 3 4 6 <\ 6 6 6 6 

124 B9DHHl ARATH Nucleoside diphosphate kinase 89DHH1(+2] 3 :3 :3 3 5 4 5 .; 
125 fABG ARATH 3-{)xoaC\1-[acyt-carrier-protein] reductase, chloroplastic P3:3207 (+2) 3 6 7 2 10 9 6 6 

128 PSAN_ARATH PhoW5)15tem 1 reaction center subunit N, chloroplastic P49.107 (+3) 3 3 4 :3 9 4 6 5 
129 D7KR08 ARALL Predicred protein D7KR08 (+1) 5 g 5 4 8 6 7 .; 

137 D7LBl'O ARALL Non-specific lipid-transfer protein D7LBPO {+1) :3 :3 :3 3 3 3 3 3 
144 SPFZ7 ARATH l're-mRNA-splicing factor SPF27 homolog 094959 4 4 5 3 9 9 6 6 

150 F4HR88_ARATH Leucine-rich repeat (LRR) family protei" F4HR88 (+2) 4 7 8 6 7 8 2 <li 

167 PSllA ARAIH Phowsystem QlS) protein P83755 3 5 4 3 4 4 3 3 

187 Q93Zf7 _ARAIH ATIg52500j f1206_l20 Q93ZE7(+1) 4 5 4 <\ 4 7 3 3 
188 U603 ARAIH UPF0603 proretn Atlg54780, chloroplalitic Q9ZVL6 3 4 3 2 6 6 7 7 

205 D7LGm ARAl!. Putativeuncharacterized protein 071.001 (+4) 2 2 3 3 4 5 4 2 

220 QS~3'; ARATH Nucleoid DNA-binding-like protern Q8l934 (+2) 4 5 5 4 4 3 3 .; 
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CHAPITRE III 

CONCLUSION 

La réponse de MIl est dépendante de la perception des motifs moléculaires des 

pathogènes, MAMP et P AMP par des récepteurs extracellulaires,PRR. Après activation, 

ces récepteurs activent la voie de MAPK. Deux voies de MAPK sont connues pour être 

impliquées dans la signalisation de MT!. Les criblages génétiques nous ont aidés à bien 

comprendre les mécanismes de défense chez la plante. Tous les criblages génétiques 

visent à trouver la base génétique responsable d'un phénotype, mais quand deux ou 

plusieurs protéines peuvent remplir la même fonction cellulaire et agir de manière 

redondante, le criblage génétique devient impuissant puisque chacun des mutants 

simples ne peut pas présenter un phénotype. Malgré l'importance de la MIl, 

la perturbation intracellulaire qui suit la perception de MAMP et responsable de la 

reprogrammation transcriptionnelle est encore partiellement inconnue. Identifier les 

composantes protéiques nucléaires responsables de cette reprogrammation 

transcription ne Ile requiert une approche indépendante de phénotype. Notre étude n' a pas 

réussi à identifier des facteurs de transcription qui sont responsables de cette 

reprogrammation transcriptionnelle, néanmoins nous avons trouvé des protéines de 

liaison à l' ADN et l'ARN et des protéines ribosomales impliqués dans ce rôle. Nos 

principaux résultats peuvent être résumés ainsi: 

1) L ' analyse de qRT-PCR en choisissant trois gènes reconnus d ' après Libault 

et al. (2007) régulés par le traitement avec la chitine, nous a permis de 

conclure que notre traitement au chitosane (chitine acétylé) fonctionne très 

bien parce qu ' il a régulé ces gènes (150llg/ml) , et le temps de 15min est 

suffisant pour avoir des changements au niveau moléculaire. 

2) L ' analyse par immunobuvardage de type western de pureté d' extraits 

protéiques nucléaires envoyés pour l' analyse protéomique, en utilisant Hsp70, 

un marqueur cytosolique, et histone 3, un marqueur nucléaire, ont confirmé 
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l' absence de contaminations cytoplasmiques détectables par Western blot. 

Malgré toutes les précautions qu'on a prises en compte, les résultats d ' analyse 

protéomique ont montré la présence de contamination par des protéines 

chloroplastiques, mitochondriales et des protéines du métabolisme primaire. 

3) L ' analyse protéomique a permis d ' identifier des protéines impliquées dans la 

traduction, comme des facteurs d ' initiation et d 'élongation et des protéines 

ribosomales. Il est connu que la composition des ribosomes est hétérogène et 

varie durant le développement des plantes pour assurer une régulation 

traductionnelle. Alors, ces derniers résultats permettent de conclure que des 

changements au niveau des sous-unités de ribosomes après la détection des 

éliciteurs pour engendrer les réponses des MTI. 

4) Notre étude a permis d ' observer des enzymes de modification de l'ADN sont 

observés d ' une façon abondante dans notre étude. Ces enzymes peuvent 

affecter le remodelage de chromatine et par suite la transcription. Alors, ils 

pourraient jouer un rôle important dans l' activation ou la répression 

transcriptionnelle responsable de réponse immunitaire. 

5) Dans nos observations en réponse au chitosane, une autre famille de protéines, 

ce sont les protéines de liaison à l' ARN, ont été identifiés.Ce sont des 

protéines impliquées dans l' épissage, l' export et la maturation de l' ARNm. 

Ces protéines peuvent participer à la réponse de défense puisqu'un défaut dans 

ces protéines supprime la réponse basale (zhang and Li , 2005) et la réponse 

ETI (Germain etai. , 2010) . 

6) Beaucoup d'événements moléculaires ont lieu pendant les 15 premières 

minutes après la perception de MAMP, c' est un point de non-retour sur lequel 

la cellule est engagée à lancer une reprogrammation transcriptionnelle massive 

requise pour l'établissement de la réponse basale. Bien que l'accent a été en 

grande partie sur les voies MAP kinases, nos données indiquent que la 

réorganisation de ribosome, la modification de l'ADN et la maturation des 

ARN pourraient jouer un rôle majeur dans la réponse à MAMP. 
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7) Plusieurs facteurs de transcriptions ou protéines régulant la transcription ont 

été identifiés. Des travaux supplémentaires de génomique fonctionnelle 

seraient néanmoins nécessaires pour déterminer leur implication précise. 

Afin de poursuivre notre étude de système immunitaire basal chez la plante, il 

parait judicieux de procéder aux expériences suivantes: 

1 ) Vérifier la localisation in planta de ces protéines identifiées avant et suite au 

traitement avec le chitosane, en ayant recours à une protéine de fusion GFP 

(Green Fluorescent Protein) et en utilisant la méthode de « Gateway », afin de 

vérifier que notre approche fonctionne bien. 

2) Il est nécessaire de vérifier si ces protéines interagissent avec d ' autres 

protéines afin de découvrir la voie activant la réponse basale des plantes. La 

co-immunoprécipitation serait une méthode envisageable ici . 

3) L'étude de ces composantes est cependant entravée par le fait que l'utilisation 

de lignées mutantes correspondantes peut afficher des phénotypes 

pléiotropiques ou montrer de la létalité et donc des approches alternatives 

devront être utilisées. 

4) Identifier des cultivars qui ont des hauts niveaux de ces protéines, afin d ' avoir 

des plantes qui expriment naturellement ces protéines plus que d 'autres. 

En résumé, l' approche proposée par spectrométrie de masse a permis de mettre en 

évidence qu'il y a énormément le niveau d ' activité nucléaire suite à l'induction par les 

P AMPs. Surprenamment, cette activité est à la fois observée dans les plants cerkl et 

Col-O traités au chitosane, il s' agit d' un résultat inattendu. Celui-ci peut suggérer une 

voie de signalisation parallèle à celle dont CERK 1 est le premier constituant. Il est 

surprenant d ' observer l' importante représentation de protéines impliquées dans le 

remodelage de l'ADN, la liaison aux ARN et des constituants structurels des ribosomes. 

Ces résultats suggèrent, telles que le sous-tende notre hypothèse de départ, que les 

constituants identifiés à ce jour sont seulement ceux impliqués générant un phénotype 
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non léthal et que les protéines nouvellement identifiées sont soit: 1) nécessaire au 

développement de la plante, 2) ont individuellement un impact sur l' immunité trop faible 

pour être perçu ou 3) qu'ils agissent de façon redondante. Les listes de candidats obtenus 

ouvrent donc plusieurs pistes à investiguer qui pourraient permettre de générer des 

plantes plus résistantes à ce type d ' infection fongique. 
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