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Some enzymatic activities found in plants and exhibiting the capacity to alter
bacterial or fungal cell wall polysaccharides are presented according to the
following five aspects. The electrophoretic detection and diversity of some
enzymes with antimicrobial potential will first be discussed. These enzymes
are: chitinases, chitin deacetylases, chitosanases, $3-1,3-glucanases, lysozymes
and some activities hydrolysing bacterial or fungal walls. Secondly, results
dealing with growth inhibition assays of some microorganisms exposed to
plant enzymes separated by electrophoresis will be considered. Thirdly, some
data on transgenic plants expressing enzymes of antimicrobial potential will be
briefly discussed. Four enzymes found in plants will then be compared to their
microbial or animal equivalent. These enzymes are: chitinases, chitosanases,
$3-1,3-glucanases (laminarinases) and lysozymes. The comparison shows that
all these activities can be found in some microorganisms and higher animals in
addition to their presence in plants. However, chitosanases have not been yet
reported in animals. This is a very interesting exception when compared to the
other enzymes, but whose significance has not been elucidated. Finally, four
plant enzymes with antimicrobial potential will be presented in relation with
the pathogenesis-related proteins (PR proteins). The PR proteins are stress
proteins for which de novo synthesis is stimulated by various abiotic or biotic
agents. Under certain stress conditions, plant chitinases, chitosanases,
$8-1,3-glucanases (laminarinases) and lysozymes are PR proteins. However,
these enzymatic activities can be expressed constitutively as various molecular
forms in some organs of higher plants. Reproductive organs seem an excellent
source of some isoforms of these potentially antimicrobial enzymes.
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Quelques enzymes végétales a potentiel antimicrobien

Alain Asselin’

Regu 1992-11-18; accepté 1993-05-11

Cet article porte sur un certain nombre d’activités enzymatiques d’origine
végétale possédant la propriété d'altérer des polysaccharides pariétaux bac-
tériens ou fongiques. Ces activités sont présentées selon les cing aspects
suivants. Premiérement, on traitera de la détection et de la diversité électro-
phorétiques de certaines enzymes a potentiel antimicrobien. Ces enzymes sont
les chitinases, les déacétylases de la chitine, les chitosanases, les 3-1,3-gluca-
nases, les lysozymes et d'autres activités hydrolysant les parois bactériennes
ou fongiques. Deuxiémement, on présentera des résultats d’inhibition de
croissance de certains microorganismes exposés a des enzymes végétales
séparées électrophorétiquement. Troisiemement, certaines données sur des
plants transgéniques exprimant des enzymes a potentiel antimicrobien seront
discutées brievement. Quatriemement, quatre enzymes présentes chez les
végétaux seront comparées a leur équivalent microbien ou animal. Ces enzy-
mes sont les chitinases, les chitosanases, les 3-1,3-glucanases (laminarinases)
et les lysozymes. La comparaison indique que toutes ces activités se trouvent
chez certains microorganismes et animaux supérieurs en plus de leur présence
chez les végétaux. Les chitosanases n’ont cependant pas encore été rapportées
chez les animaux. Il s’agit 1a d'une exception fort intéressante par rapport aux
autres enzymes mais dont la signification n'a pas été élucidée. Enfin, le cin-
quiéme aspect traitera de quatre types d’enzymes végétales & potentiel anti-
microbien en fonction des protéines végétales reliées a la pathogeneése {pro-
téines PR). Les protéines PR sont des protéines de stress dont la synthése de
novo est stimulée par divers agents biotiques ou abiotiques. Dans certaines
conditions de stress, les chitinases, les chitosanases, les 3-1,3-glucanases
(laminarinases) et les lysozymes d’origine végétale sont des protéines PR. Par
contre, ces activités enzymatiques peuvent étre aussi exprimées de fagon
constitutive et sous diverses formes moléculaires dans certains organes des
plantes supérieures. Les organes reproducteurs semblent particulierement
une excellente source de certaines isoformes de ces enzymes a potentiel
antimicrobien.

Asselin, A. 1993. Plant enzymes with antimicrobial properties. PHYTOPRO-
TECTION 74: 3-18.

Some enzymatic activities found in plants and exhibiting the capacity to alter
bacterial or fungal cell wall polysaccharides are presented according to the
following five aspects. The electrophoretic detection and diversity of some
enzymes with antimicrobial potential will first be discussed. These enzymes
are: chitinases, chitin deacetylases, chitosanases, 3-1,3-glucanases, lysozymes
and some activities hydrolysing bacterial or fungal walls. Secondly, results
dealing with growth inhibition assays of some microorganisms exposed to
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plant enzymes separated by electrophoresis will be considered. Thirdly, some
data on transgenic plants expressing enzymes of antimicrobial potential will
be briefly discussed. Four enzymes found in plants will then be compared to
their microbial or animal equivalent. These enzymes are: chitinases, chitosa-
nases, 3-1,3-glucanases (laminarinases) and lysozymes. The comparison shows
that all these activities can be found in some microorganisms and higher
animals in addition to their presence in plants. However, chitosanases have
not been yet reported in animals. This is a very interesting exception when
compared to the other enzymes, but whose significance has not been eluci-
dated. Finally, four plant enzymes with antimicrobial potential will be presen-
ted in relation with the pathogenesis-related proteins (PR proteins). The PR
proteins are stress proteins for which de novo synthesis is stimulated by
various abiotic or biotic agents. Under certain stress conditions, plant chitina-
ses, chitosanases, 3-1,3-glucanases (laminarinases) and lysozymes are PR
proteins. However, these enzymatic activities can be expressed constitutively
as various molecular forms in some organs of higher plants. Reproductive
organs seem an excellent source of some isoforms of these potentially anti-

microbial enzymes.

INTRODUCTION

Les végétaux possédent une gamme de
substances trés variées pour lutter contre
les divers agents pathogéenes. Ces subs-
tances sont exprimées de fagon constitu-
tive ou inductive. Parmi ces substances,
certaines enzymes ont la propriété d'hy-
drolyser des polysaccharides pariétaux
bactériens ou fongiques. Ainsi, les chiti-
nases dégradent la chitine, les chitosana-
ses affectent le chitosane, les 3-1,3-glu-
canases hydrolysent les -1,3-glucanes
similaires a la laminarine et les lysozy-
mes dégradent le peptidoglycane. La
chitine, le chitosane et les 3-1,3-glucanes
se trouvent souvent dans les parois de
champignons (y compris les champi-
gnons phytopathogénes) tandis que le
peptidoglycane est un constituant des
parois de bactéries.

Le but de cette revue de littérature est
de présenter certaines nouvelles techni-
gues biochimiques analytiques pour |'étu-
de et la détection de diverses enzymes a
potentiel antimicrobien et d’autre part de
comparer la présence de quatre enzymes
végétales a potentiel antimicrobien chez
d’autres organismes afin de déceler les
éléments communs qui ont trait a ces
enzymes dites de défense. Finalement,
quatre enzymes sont présentées quant a
leur réaction comme protéines reliées a
la pathogenése (protéines PR).

DETECTION ET DIVERSITE
ELECTROPHORETIQUES _
D’ENZYMES VEGETALES A
POTENTIEL ANTIMICROBIEN

Cette section se limite a I'étude de six
activités enzymatiques [chitinases, déa-
cétylases de la chitine, chitosanases, [3-
1,3-glucanases (laminarinases), 3-1,3-glu-
canases (activités envers le 3-1,3-gluca-
ne de la levure Saccharomyces) et lyso-
zymes] en plus de considérer I'hydrolyse
de parois bactériennes ou fongiques.
L'approche technique est toujours la
méme. Les substrats sont incorporés a la
matrice de polyacrylamide précédant la
séparation électrophorétique des protéi-
nes. Aprés |'électrophoréese, 'activité
enzymatique altérant le substrat incorpo-
ré au gel est révélée par des techniques
de coloration différentielle du substrat
intact comparé au substrat altéré ou par
la visualisation de la perte d’'opacité du
substrat. Les techniques sont présentées
de fagon succincte.

Les chitinases

Les chitinases regroupent diverses acti-
vités hydrolysant la chitine. La chitine est
un polymeére linéaire de [3-1,4-N-acétyl-
D-glucosamine qui est I'aminopolysac-
charide le plus abondant dans la nature,
avec une production annuelle estimée a
150 000 t (Knorr 1986). La chitine est pré-
sente dans l'exosquelette de plusieurs



invertébrés marins (crustacés), dans la
cuticule des insectes et dans les parois et
septa de la plupart des champignons
(Cabib et al. 1982). La chitine est une
structure idéalisée parce qu'il peut exis-
ter jusqu’a un résidu de la D-glucosami-
ne (résidu déacétylé) dans une séquence
de six résidus de la N-acétyl-D-glucosa-
mine (Blackwell 1988).

Il existe plusieurs formes cristallines
et de nombreux dérivés chimiques de ce
polysaccharide (Pont Lezica et Quesada-
Allué 1990). Parmi ces dérivés, la glycol
chitine est une forme de chitine soluble
dans |'eau {Hirano 1988) qui peut servir
de substrat a diverses activités chitinoly-
tiques (Koga et Kramer 1983). A partir de
ces observations, nous avons utilisé la
glycol chitine comme substrat incorporé
a un gel de polyacrylamide pour la détec-
tion des chitinases apres une séparation
électrophorétique en condition native ou
dénaturante (Trudel et Asselin 1989).
L’avantage de cette approche est la capa-
cité de déceler rapidement la diversité
des formes électrophorétiques des chiti-
nases. C’est ainsi qu’un extrait foliaire de
tabac (Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi-
nc) infecté par le virus de la mosaique du
tabac contient jusqu’a 13 formes molécu-
laires différentes ayant une activité chiti-
nolytique. Deux systémes électrophoré-
tiques (a pH 8,9 et 4,3) en condition native
sont utilisés pour déceler la diversité de
ces formes (Trudel et al. 1989). Les chi-
tinases peuvent étre aussi séparées dans
des gels bidimensionnels. Par exemple,
aprés une séparation en condition native,
les chitinases peuvent étre séparées dans
une seconde dimension selon leur mas-
se moléculaire apparente a |'aide du
sodium de dodécyl sulfate (SDS) (Trudel
et al. 1989). Les chitinases végétales ont
une masse moléculaire apparente com-
prise entre 25 et 30 kD (Trudel et al. 1989).
Il s’agit de masses moléculaires apparen-
tes puisque la dénaturation est partielle
parce qu’elle ne se fait pas en présence
d’agents réducteurs (tels le mercapto-
éthanol ou le dithiothréitol) a cause de
I'inactivation de la plupart des chitinases
a la suite d'une dénaturation en présence
d'agents réducteurs (Trudel et Asselin
1989; Trudel et al. 1989).

Les avantages de la détection électro-
phorétique des chitinases sont nombreux.
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La technique est simple, rapide, sensible
et compatible avec les divers systemes
électrophorétiques couramment utilisés
(Trudel et Asselin 1989). Une image d'en-
semble des activités chitinasiques peut
étre visualisée lors de comparaisons d’ex-
traits d’organes ou de tissus en situation
physiologique normale (El Ghaouth et al.
1991; Majeau et al. 1990) ou lors de la
réaction des végétaux a divers types de
stress (El Ghaouth et al. 1992; Trudel et
al. 1989). La technique présente aussi
certaines lacunes. D'une part, il est pos-
sible que certaines chitinases n’'agissent
que sur la chitine cristalline. Il faudrait
donc utiliser comme substrat de la chiti-
ne insoluble par rapport a la glycol chi-
tine soluble normalement utilisée (Tru-
del et Asselin 1989). D’autre part, il est
probable aussi que des activités enzyma-
tiques puissent étre inactivées par certai-
nes conditions reliées a la préparation
des échantillons pour |'électrophorése.
Nous avons déja mentionné la sensibilité
de certaines enzymes aux agents réduc-
teurs.

Malgré ces inconvénients, cette appro-
che a permis de mieux étudier la diver-
sité des formes moléculaires des chitina-
ses végétales (EI Ghaouth et al. 1992;
Majeau et al. 1990; Trudel et al. 1989). Un
des résultats intéressants est certes la
présence d’'une forme de chitinase spé-
cifique a un organe végétal précis. Ainsi,
une forme de chitinase spécifique aux
racines de concombre (Cucumis sativus
L.) a été récemment rapportée (Majeau et
al. 1990). La signification de la diversité
des formes moléculaires de chitinases en
fonction des organes est encore incon-
nue. On présume toujours que les chiti-
nases végétales agissent sur des sub-
strats exogénes. Il ne faut pas cependant
réfuter trop hativement la possibilité
d’interactions de chitinases avec des
composés endogénes aux végétaux
(Benhamou et Asselin 1989). Soulignons
enfin que la technique électrophorétique
a été utilisée récemment pour I'étude des
interactions entre plantes et mycorhizes
(Dumas-Gaudot et al. 1992a, 1992b).

Les déacétylases de la chitine

Les déacétylases de la chitine enlévent le
groupement N-acétylé des résidus poly-
meérisés de la N-acétyl-D-glucosamine de
la chitine. Ce faisant, la chitine peut étre
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convertie ultimement en chitosane (poly-
meére de la B-1,4-D-glucosamine) si la
déacétylation est compléte. Le chitosane
a des propriétés bien différentes de celles
de la chitine. Par exemple, il est soluble
en milieu acide. Des déacétylases de la
chitine ont été rapportées dans des ex-
traits de champignons (Araki et Ito 1988;
Kauss et Bauch 1988) et de certains inver-
tébrés. Ces déacétylases pourraient théo-
riquement posséder un potentiel antimi-
crobien puisqu’elles peuvent altérer |'in-
tégrité de la chitine.

Une méthode de détection électropho-
rétique des activités des déacétylases de
la chitine a été mise au point en adaptant
une approche analogue & la détection
des chitinases et en se servant de deux
propriétés différenciant la chitine et le
chitosane. Premiérement, le chitosane est
sensible a la dégradation chimique par
I'acide nitreux et a une affinité plus gran-
de que la chitine pour un fluorochrome,
le Calcofluor White M2R® (Sigma, St-
Louis, MO, U.S.A.) (Trudel et Asselin
1990). En utilisant ces propriétés diffé-
rentielles, il est possible de déceler élec-
trophorétiquement en condition native
ou dénaturante diverses formes molécu-
laires des déacétylases de la chitine (Tru-
del et Asselin 1990). Les champignons
Zygomycetes produisent abondamment
de telles enzymes. Au moins deux for-
mes peuvent étre décelées en condition
native et quatre niveaux de masses
moléculaires apparentes sont aussi ob-
servés en condition dénaturante (Trudel
et Asselin 1990). Jusqu'a présent, aucune
déacétylase de la chitine n‘a pu étre dé-
tectée chez les végétaux (J. Trudel et A.
Asselin, données non publiées). De plus,
les déacétylases de la chitine de certains
Zygomycetes ne se sont pas avérées
antifongiques lors d’essais d'inhibition de
croissance fongique (J. Trudel et A. As-
selin, données non publiées).

Les chitosanases

Le chitosane est un terme générique
représentant différents états de déacéty-
lation de la chitine. Le chitosane pur (c’est-
a-dire complétement déacétylé) est diffi-
cile a obtenir. En général, les chitosanes
correspondent a des populations plus ou
moins homogénes de polyméres. Le
degré de déacétylation (Nanjo et al. 1991)
et de polymérisation des résidus doit étre

spécifié pour bien comparer les prépara-
tions de chitosanes entre elles. Le chito-
sane est généralement préparé chimique-
ment par la déacétylation alcaline de la
chitine. Cependant, le chitosane se trou-
ve dans les parois de certains champi-
gnons (les Zygomycetes, par exemple)
(Novaes-Ledieu et Garcia-Mendoza 1981).
L'étude électrophorétique des chitosana-
ses végétales est également possible
comme pour les activités chitinolytiques
et selon les mémes principes de sépara-
tion et de détection (Grenier et Asselin
1990). Chez les feuilles d'orge (Hordeum
vulgare L.) stressées, quatre formes de
chitosanases acidiques et deux formes
basiques ont été décelées (Grenier et
Asselin 1990). Chez les cotylédons de
concombre stressé, quatre chitosanases
acidigues sont présentes. Toutes les
masses moléculaires apparentes sont
entre 10 et 24 kD (Grenier et Asselin 1990).
Le nombre de formes moléculaires de
chitosanases semble inférieur a celui des
chitinases.

Un inventaire des activités de chitosa-
nases a été effectué chez plusieurs végé-
taux ou les graines constituent urie sour-
ce importante de chitosanases (El Quak-
faoui et Asselin 1992a). Des chitosanases
spécifiques a certains organes de con-
combre ont été aussi observées (El Ouak-
faoui et Asselin 1992b). Comme pour les
chitinases végétales, on prend pour ac-
quis dans la majorité des publications
sur les chitosanases gue les substrats
sont d’origine exogéene aux végétaux.
Méme s’il n‘existe pas de données pré-
cises a ce sujet, les chitosanases agis-
sent peut-étre aussi sur des composés
végeétaux (El OQuakfaoui et Asselin 1992a,
1992b). Enfin, il est intéressant de noter
que le chitosane peut étre analysé et
caractérisé électrophorétiquement. Par
cette nouvelle approche, les produits
d’hydrolyse du chitosane peuvent étre
aussi étudiés (Audy et Asselin 1992).

Les 3-1,3-glucanases {laminarinases)
Les R-1,3-glucanes sont des constituants
fréquents des parois fongiques. L’hydro-
lyse de ces produits peut étre reliée a des
effets antifongiques (Mauch et al. 1988a,
1988b). La diversité des formes molécu-
laires des R-1,3-glucanases hydrolysant
la laminarine (oligomere de 3-1,3-gluco-
se, soluble dans I'eau) comme substrat



modéle peut étre facilement analysée
électrophorétiquement. Apres la sépara-
tion et l'incubation avec la laminarine
incorporée au gel de séparation ou dans
un gel de contact, les bandes de lyse sont
révélées par une coloration de la lamina-
rine avec le bleu d'aniline (Cété et al.
1989) ou le sirofluor {Coté et al. 1991a,
1991b). Les bandes de lyse peuvent cor-
respondre a des signaux sans fluores-
cence ou de fluorescence plus pronon-
cée par rapport a la fluorescence du subs-
trat intact qu’est la laminarine. Les diver-
ses formes moléculaires de ces hydrola-
ses déja connues et réveélées électropho-
rétiquement (Coté et al. 1989) compren-
nent des protéines PR (protéines reliées
a la pathogenese) du tabac.

La méthode électrophorétique permet
donc de déceler les activités 3-1,3-gluca-
nasiques qui précédemment étaient ca-
ractérisées biochimiquement et sérolo-
giguement. De plus, certaines laminari-
nases sont retardées dans leur migration
életrophorétique en condition native. Il
s'agit donc de la possibilité supplémen-
taire d’utiliser une certaine forme d’élec-
trophorése d'affinité (Coté et al. 1989).
Un désavantage potentiel a |'utilisation
de la laminarine provient de son origine,
c’est-a-dire qu'il s’agit d'un polysacchari-
de de réserve extrait d'algues (le plus
souvent de Laminaria spp.). Les 3-1,3-
glucanes des parois fongiques sont diffé-
rents si I'on considére le degré de poly-
meérisation et leur structure secondaire et
tertiaire. C'est pourquoi des 3-1,3-gluca-
nes plus représentatifs des 3-1,3-gluca-
nes constituants fongiques pourraient étre
plus avantageux comme substrats que la
laminarine.

Les B-1,3-glucanases actives

envers les B-1,3-glucanes de la
levure Saccharomyces

Récemment, la laminarine a été rempla-
cée comme substrat modéle des 3-1,3-
glucanases par une préparation de 3-1,3-
glucane de levure (Saccharomyces cere-
visiae Meyen ex Hansen). Ce composé
est relativement purifié (environ 88% de
résidus de B-1,3-glucose) et peut étre
incorporé au gel de polyacrylamide gra-
ce a sa solubilité a pH alcalin (Cabib et
Bowers 1971). Il démontre deux avanta-
ges comparativement a la laminarine.
Premiérement, la coloration au bleu d’ani-
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line ou au sirofluor ressort mieux en
photographie grace au contraste accru
entre le substrat intact et hydrolysé.
Deuxiément, les gels avec le glucane de
levure peuvent se conserver beaucoup
plus longtemps que ceux imprégnés de
laminarine (J. Grenier et A. Asselin, don-
nées non publiées). La raison en est fort
simple : la laminarine s’élue trés rapide-
ment de la matrice du gel méme a une
concentration élevée d'acrylamide (15%,
p/vol, par exemple). Il est donc utile de
remplacer dans la mesure du possible la
laminarine par les 3-1,3-glucanes fongi-
ques.

Les lysozymes

Les lysozymes se définissent comme les
hydrolases actives envers le peptidogly-
cane des parois du Micrococcus luteus
(Schroeter) Conn (synonyme : M. lyso-
deikticus Fleming). Biochimiquement, les
lysozymes sont des N-acétylmuramoyl-
hydrolases du peptidoglycane (Jolles et
Jolles 1984). Elles hydrolysent donc un
des polyméres structuraux des parois
bactériennes. Il est possible d’étudier
électrophorétiquement la diversité des
lysozymes d’origine végétale en incorpo-
rant au gel de polyacrylamide une sus-
pension de cellules du M. luteus ou en
utilisant un gel-contact contenant la
méme suspension de cellules bactérien-
nes. Techniquement, les méthodes élec-
trophorétiques sont simples a utiliser et
relativement sensibles quant a la capaci-
té de détection de I'activité lysozymale.
En condition dénaturante, on peut déce-
ler moins d’un picogramme d’équivalent
du lysozyme de blanc d’oeuf de poule
apres une incubation de 18 h (Audy et al.
1989).

La diversité électrophorétique des ly-
sozymes a été étudiée dans plusieurs
végétaux (Audy et al. 1988a, 1988b;
Majeau et al. 1990; Trudel et al. 1989). Un
inventaire des formes électrophorétiques
lysozymales a aussi été complété récem-
ment (Audy et al. 1990). Les lysozymes
végétaux peuvent présenter jusqu’a cing
formes électrophorétiques différentes
dans un méme organe sain. La détection
des activités lysozymales en utilisant les
suspensions du Micrococcus a la place
du peptidoglycane bactérien purifié pré-
sente cependant des désavantages du
fait qu’une activité lytique envers le
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Micrococcus n'est pas nécessairement un
lysozyme au sens strict. Il peut s’agir alors
d’amidases, de glucosaminidases ou
méme d’autres hydrolases (Béliveau et
al. 1991). L'identification des formes ly-
sozymales basée seulement sur la lyse
en gel du M. luteus exige donc de la
prudence.

La lyse des parois bactériennes, de
parois et de spores fongiques

En relation avec la section précédente
sur les lysozymes, diverses parois bacté-
riennes (autres que celle du M. luteus)
peuvent étre incorporées a des gels de
polyacrylamide dans le but d'étudier des
enzymes a potentiel antimicrobien. Cette
méthodologie peut s’appliquer d'abord
et avant tout aux bactéries de type Gram
positif (Leclerc et Asselin 1989; Potvin et
al. 1988).

En plus de pouvoir visualiser en mi-
croscopie électronique la lyse de parois
fongiques (Benhamou et al. 1989), les
altérations de parois fongiques peuvent
étre étudiées facilement aprés une sépa-
ration électrophorétique en gels de poly-
acrylamide. Comme pour les parois
bactériennes, la disparition de I'opacité,
liée aux parois fongigues incorporées
dans la matrice des gels de polyacrylami-
de, sert d’indice visuel de I'hydrolyse du
substrat pour déceler et photographier
les zones de lyse par l'illumination indi-
recte sur fond noir (Potvin et al. 1988).
Selon notre expérience, les parois de
Zygomyceétes (Mucor spp., Rhizopus
spp.), Ascomycétes (Verticillium spp.,
Fusarium spp., Saccharomyces spp.,
Schizosaccharomyces spp.), Basidiomy-
cetes (Agaricus spp.) et Phycomycetes
(Phytophthora spp.) peuvent étre facile-
ment soumises a la méthode électropho-
rétique (J. Grenier et A. Asselin, données
non publiées). Les spores de plusieurs
champignons peuvent aussi étre incor-
porées aux gels de polyacrylamide
dans le but d'étudier les facteurs lytiques
qui les affectent. Des activités lytiques
envers les spores de certains champi-
gnons Ascomycétes ont été étudiées
par le biais de I'électrophorése uni- ou
bidimensionnelle (Grenier et Asselin
1990).

ESSAIS D'INHIBITION DE
CROISSANCE MICROBIENNE
APRES SEPARATION
ELECTROPHORETIQUE DE
PROTEINES

La section précédente concernait une
caractérisation électrophorétique de cer-
taines enzymes a potentiel antimicrobien
par le biais de I'utilisation de substrats
qui ne correspond pas nécessairement a
la capacité réelle d’inhibition de la crois-
sance microbienne active par ces mémes
enzymes. Dans la présente section, I'in-
hibition de croissance signifie tout sim-
plement un effet décelable visible d’une
enzyme sur la croissance normale micro-
bienne. On ne veut pas traiter ici des
divers mécanismes d’inhibition qu'ils
soient de nature biocide (Iétale) ou biosta-
tique. En général et de facon usuelle,
I'effet inhibiteur antimicrobien des pro-
téines végétales (en particulier les chiti-
nases et les B-1,3-glucanases) a été étu-
dié en utilisant des protéines purifiées
(Mauch et al. 1988a, 1988b; Schilumbaum
et al. 1986), évaluées en plaques d’agar
ou d'agarose. Par cette approche, des
chitinases et des 3-1,3-glucanases végé-
tales ont été reconnues comme des en-
zymes a potentiel antimicrobien parce
qu’elles arrétent, surtout en synergie, le
développement de la croissance active
des microorganismes. Evidemment, ces
essais nécessitent la purification des
enzymes.

Une approche alternative électropho-
rétique a été utilisée récemment pour
analyser l'effet inhibiteur de certaines
protéines végétales apres leur sépara-
tion électrophorétique. Dans un premier
cas, les protéines (incluant une chitinase)
ont été séparées par une électrophorese
en gel de polyacrylamide dans des con-
ditions natives et 0,5% (p/vol) d'agar
nutritif contenant une suspension de
spores (2 x 10°mL") a été déposé sur la
matrice de polyacrylamide. Apres une
incubation de 48 h, les zones d’inhibition
de la croissance fongique liée a une chi-
tinase basique de tabac ont été décelées
visuellement (De Bolle et al. 1991). Dans
un second cas, les protéines de graines
de diverses plantes ont été séparées élec-
trophorétiquement en gel de polyacryla-
mide dans des conditions dénaturantes



partielles (SDS) et renaturées en présen-
ce de Triton X-100 (Vigers et al. 1991)
selon une méthodologie identique a celle
de Potvin et al. (1988). Dans ce cas, ce-
pendant, I'inhibition efficace de la crois-
sance du champignon Candida spp. a
requis la présence d’un fongicide chimi-
que du type de la nikkomycine.

Nous avons évalué |'effet de toute une
gamme d’'enzymes végétales, animales
et microbiennes sur la croissance active
du Clavibacter michiganensis (Smith)
Davis (bactérie Gram positive, agent du
flétrissement bactérien de la pomme de
terre), du Verticillium dahliae Klebahn
(champignon Ascomycete, agent du flé-
trissement de la pomme de terre) et du
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lyco-
persiciJarvis et Shoemaker (champignon
Ascomycete, agent du flétrissement de la
tomate). Les résultats montrent que le
lysozyme de blanc d’oeuf de poule
(HEWL) est supérieur a toutes les autres
enzymes testées pour inhiber de fagon
efficace le développement de ces trois
agents pathogenes (J. Trudel et A. Asse-
lin, données non publiées). II suffit d’a
peine 100 ng de HEWL en gel de polya-
crylamide pour causer l'inhibition. Evi-
demment, le HEWL inhibe le Clavibacter
par son activité lysozymale alors que son
activité chitinasique explique l'arrét de
croissance du Fusarium et du Verticillium
(J. Trudel et A. Asselin, données non
publiées). Cette nouvelle approche nous
indique finalement qu’il est possible d'ob-
tenir des inhibitions efficaces par des
enzymes seules sans devoir recourir a
des effets de synergie (Mauch et al. 1988a,
1988b).

EVALUATION DU POTENTIEL
ANTIMICROBIEN PAR LES
PLANTS TRANSGENIQUES

Les modéles existants

Malgré les nouvelles techniques électro-
phorétiques et les nombreuses données
biochimiques et ultrastructurales, un po-
tentiel antimicrobien doit étre ultimement
éprouvé par le biais de plants transgéni-
ques exprimant une protéine fonction-
nelle et localisée correctement. |l existe
déja plusieurs publications présentant des
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résultats fort variables quant a I'expres-
sion efficace de I'activité antimicrobien-
ne. Malgré un niveau d’expression trés
élevé d'une chitinase, des plants transgé-
niques de Nicotiana spp. n‘ont pu dé-
montrer une résistance ou tolérance ac-
crue a des pathogéenes (Neuhaus et al.
1991a). Il faut distinguer la présence des
chitinases vacuolaires et extracellulaires
(Samac et Shah 1991) et réaliser que les
plants transgéniques doivent exprimer
ces enzymes selon leur localisation cor-
recte (Neuhaus et al. 1991b). La nécessité
de signaux peptidiques pour la sécrétion
efficace d’enzymes a potentiel antimicro-
bien doit étre prise en considération (Lund
et Dunsmuir 1992).

Méme si des plants transgéniques dé-
montrent un niveau accru d'activité anti-
fongique (Broglie et al. 1991), il n’est pas
évident que cette approche soit sans faille
ou sans danger. D'une part, il est bien
connu que les microorganismes peuvent
souvent développer des souches ou iso-
lats résistants a des facteurs antimicro-
biens. En principe, ce phénomeéne est cer-
tainement concevable aussi avec les en-
zymes lytiques antimicrobiennes. D'autre
part, connaissant cette facilité microbien-
ne d’'adaptation, il est peut-étre plus sage
d’envisager I'utilisation de la résistance
induite systémique et généralisée. Une
meilleure connaissance de |'activité coor-
donnée des divers facteurs antimicro-
biens lors de la réponse de cette résistan-
ce induite systémique mérite une atten-
tion particuliere (Ward et al. 1991).

Le modele tabac-HEWL

Nous avons récemment produit des
plants transgéniques de tabac (Nicotiana
tabacum cv. Xanthi-nc) exprimant le
HEWL. Cette protéine est sécrétée (Tru-
del et al. 1992) par l'intermédiaire de son
propre peptide de signal et est active
dans tous les organes testés. La protéine
est produite de fagon constitutive sous le
contrdle du promoteur du virus de la mo-
saique du chou-fleur. Les plants transgé-
niques exprimant le HEWL pourraient ser-
vir de modeles a bien des points de vue
puisque cette protéine est I’hydrolase
antimicrobienne la plus étudiée du point
de vue structural, moléculaire, génétique
et antimicrobien (lbrahim et al. 1991).
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PRESENCE D'ENZYMES A
POTENTIEL ANTIMICROBIEN
CHEZ D'AUTRES
ORGANISMES

Les chitinases

Chez les bactéries du type Gram négatif,
les chitinases du Serratia marcescens
Bizio les mieux connues (Monreal et
Reese 1968) comprennent au moins cing
protéines chitinolytiques avec des mas-
ses moléculaires variant de 21 a 57 kD
(Fuchs et al. 1986). Un géne codant pour
une chitinase du Serratia marcescens
a été évalué pour une forme de lutte
biologique envers certains champignons
phytopathogeénes (Fusarium oxysporum
f. sp. redolens {Wollenweber) Gordon,
Rhizoctonia solani Kiihn et Sclerotium
rolfsii Saccardo) (Shapira et al. 1989;
Sundheim et al. 1988). Des plants de tabac
transgéniques pour le géne chi A du
Serratia ont exprimé |'activité chitinasi-
que (Lund et al. 1989; Nagel et al. 1990).
L'activité principale de chitinase chez le
S. marcescens est une exochitinase de
masse moléculaire plus élevée que bon
nombre de chitinases végétales qui agis-
sent aussi surtout comme des endochi-
tinases.

En plus du Serratia, les bactéries chi-
tinolytiques les mieux connues provien-
nent des espéeces d'Aeromonas, de Bacil-
lus, de Chromobacterium, de Myxobac-
ter et de Vibrio (Cody 1989). Pour les
Actinomycétes, les chitinases du Strep-
tomyces spp. sont les mieux caractéri-
sées (Kamei et al. 1989; Robbins et al.
1988). En résumé, les chitinases bacté-
riennes sont souvent des exochitinases
de masse moléculaire élevée qui sem-
blent étre sécrétées dans les écosyste-
mes pour assurer le catabolisme de la
chitine. Le potentiel antifongique de ces
enzymes est a investiguer encore plus en
détail en tenant compte de la stabilité de
ces enzymes et de leur capacité inhibitrice.

L’autolyse des parois fongiques par le
biais de chitinases est un phénomene
bien connu (Reyes et al. 1988). De plus,
certains cas de mycoparasitisme par des
champignons semblent révéler la sécré-
tion de chitinases (Srivastava et al. 1985).
Les chitinases fongiques ont été aussi
étudiées chez les champignons entomo-
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phages (St-Leger et al. 1986a, 1986b),
mycoparasites (Manocha et Balusubra-
manian 1988) et parasites de nématodes
(Dackman et al. 1989).

Des activités chitinolytiques ont été
rapportées chez les insectes, comme le
Tribolium castaneum (Hbst.)[Coleoptera:
Tenebrionidae] et le Stomoxys calcitrans
(L.) [Diptera: Muscidae] (Chen et al. 1982;
Kramer et Aoki 1987). Il en est de méme
pour des chitinases d’invertébrés marins
(Bjarnov 1972; Smucker et Wright 1986)
et des organismes aussi divers que |'es-
cargot (Helix pomatia L) (Takeda et al.
1966), les nématodes Ascaris spp. (Ward
et Fairbairn 1972), la pieuvre (Eledone
cirrhosa Lamarck) (Grisley et Boyle 1990)
et les crevettes Artemia spp. (Funke et
Spindler 1989). Il semble que certaines
chitinases d’insectes pourraient peut-étre
inhiber la germination de sclérotes de
certains champignons phytopathogénes
(Anas et al. 1989). Des données supplé-
mentaires sont cependant nécessaires a
ce sujet.

Les chitinases sont présentes tant chez
les vertébrés inférieurs (Michia et al. 1973)
que chezles vertébrés supérieurs incluant
le singe et 'homme (Den Tandt et al.
1988). Les chitinases semblent abondan-
tes dans certains tissus sécréteurs des
amphibiens et des poissons (Kono et al.
1990). De plus, on trouve des chitinases
dans le sang des poissons (Fange et al.
1976) et dans le sérum des chévres (Lund-
blad et al. 1974).

Il existe plusieurs revues de littérature
sur le sujet des chitinases végétales (Bol-
ler 1988, par exemple). En comparant
diverses chitinases de végétaux supé-
rieurs, il est apparu que I'on peut distin-
guer au moins trois types de chitinases
végétales. Les chitinases de la classe |
sont des chitinases basiques avec un
domaine riche en cystéine a I'extrémité
N-terminale. Les chitinases de la classe |l
sont similaires a celles de la classe | sauf
pour I'absence du domaine riche en cys-
téine. Enfin, les chitinases de la classe I
sont différentes en homologie de séquen-
ces des deux classes de chitinases végé-
tales (Shinshi et al. 1990). Le domaine
riche en cystéine (domaine d'environ 40
acides aminés) a été retrouvé aussi chez
I'hévéine du latex de I'Hevea brasiliensis



(Willd. ex A. Juss.) Miill., et chez des
protéines de stress de la pomme de terre
(Solanum tuberosumL.) (Lucas et al. 1985;
Stanford et al. 1989). En résumé, les
chitinases végétales ont des masses
moléculaires entre 24 et 40 kD et corres-
pondent & au moins trois types de génes
au point de vue de la structure générale.

Les chitosanases

Jusqu’a présent, les chitosanases n’ont
été rapportées que chez des bactéries,
des champignons et des plantes. Plusieurs
bactéries (incluant les Actinomyceétes)
peuvent produire de fagon inductive des
chitosanases (Ohtakara et al. 1988; Pelle-
tier et Sygusch 1990). Les chitosanases
microbiennes ont des masses moléculai-
res entre 22 et 43 kD.

Chez les champignons, les chitosana-
ses se trouvent chez les Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus, Trichoderma et
Zygorrhynchus spp. (Monaghan et al.
1973). Une chitosanase du Penicillium
islandicum Sopp. a été étudiée en détail
(Fenton et Eveleigh 1981) alors que des
chitosanases ont été observées lors de
I'autolyse du Mucor rouxii (Calmette)
Wehmer (Reyes et al. 1985). Enfin, une
activité chitosanasique a été observée
chez le Metarhizium anisopliae (Metch-
nikoff) Sorokin, un champignon entomo-
phage (St-Leger et al. 1986b).

Il n'y a aucune chitosanase d’origine
animale connue a ce jour. Utilisant une
technique électrophorétique pour la dé-
tection des chitosanases, nous n‘avons
pu déceler des chitosanases dans le sé-
rum de divers animaux (incluant I'hom-
me) alors que des chitosanases bacté-
riennes, fongiques ou végétales ont été
facilement observées (J. Grenier et A.
Asselin, données non publiées).

La présence des chitosanases végéta-
les a déja été discutée mais il suffit de
souligner que les végétaux se rappro-
chent davantage des microorganismes
(bactériens ou fongiques) en ce qui a trait
aux chitosanases. On pourrait méme sup-
poser que les chitosanases végétales pos-
sedent des homologies de structure et de
fonction avec les chitosanases fongiques.

Les 3-1,3-glucanases (laminarinases)
L'hydrolyse des 3-1,3-glucanes est sou-
vent évaluée par le biais de I'hydrolyse
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de la laminarine. La discussion suivante
ne considérera que les laminarinases au
sens strict du terme. Elle exclut donc
diverses 3-1,3-glucanases qui sont spéci-
fiquement actives envers des 13-1,3-glu-
canes insolubles.

Un nombre plutét limité de travaux
concerne les laminarinases bactériennes.
Des laminarinases ont été caractérisées
chez diverses bactéries (Chesters et Bull
1963) incluant les Cellvibrio spp. (Sakel-
laris et al. 1990), les Cytophaga spp. (Fla-
vobacterium) (Manners et Wilson 1973),
les Arthrobacterspp. (Kitamura et al. 1971)
et les Bacillus spp. (Rombouts et Phaff
1976).

Plusieurs formes de laminarisases
d’origine fongique ont été rapportées
(Hien et Fleet 1983) surtout chez des le-
vures, mais fait important a noter, elles
n’ont pas toutes la méme activité envers
les substrats insolubles. Une laminarina-
se du type exoglucanase de la levure
Saccharomyces cerevisiae a été clonée
et séquencée (Klebl et Tanner 1989). Cette
protéine de 29 kD de masse moléculaire
a des propriétés de lectine envers la
chitine et les B-1,3-glucanes. De telles
caractéristiques n‘ont pas encore été
rapportées chez d’autres laminarinases.

Les laminarinases animales se trou-
vent chez divers invertébrés comme cer-
tains gastropodes (Cutler et Yellowlees
1979) et dans le jus digestif de |'escargot,
Helix pomatia (Marshall et Grand 1975).
Une exolaminarinase présente dans les
oeufs non fertilisés d’oursins, Strengylo-
centrotus spp. (Truschel et al. 1986) a été
caractérisée.

Chez les plantes, il existe divers B-1,3-
glucanes de réserve ou de protection,
comme la callose (Bull et Chesters 1966).
Diverses endo- et exolaminarinases ont
été caractérisées tant chez les monocoty-
les (Ballance et Svendsen 1988) que chez
les dicotyles (Wong et Maclachlan 1980).
Notons qu’une exo-1,3-B-D-glucanase est
intimement liée a la paroi végétale (Lié-
nart et al. 1986). Ceci semble suggérer un
réle au niveau du métabolisme pariétal.
Un certain nombre de laminarinases
végétales se trouvent dans le mileu ex-
tracellulaire (Fink et al. 1988). On ne peut
pas encore différencier le réle endogéene
du réle exogene de ces laminarinases.
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Les lysozymes

Les lysozymes sont des enzymes fort
etudiées tant au point de vue biochimi-
que que génétique (Jolles et Jollés 1984).
Comme il existe des centaines de réfé-
rences sur les lysozymes, quelques réfé-
rences spécifiques seront présentées pour
orienter une connaissance plus appro-
fondie des diverses formes de lysozyme.

Certains lysozymes de bactériophages
ont la propriété de faciliter la lyse interne
des bactéries infectées. Par exemple, le
bactériophage T4 a la capacité de lyser le
peptidoglycane de la bactérie Escherichia
coli (Migula) Castellani et Chalmers. Plu-
sieurs de ces lysozymes ont été clonés,
séquenceés et exprimés dansI'E. coli(Perry
et Whetzel 1984; Saedi et al. 1987). Plu-
sieurs manipulations génétiques ont déja
été effectuées avec le phage T4, incluant
I'introduction de ponts disulfures dans le
but de mieux stabiliser la protéine lytique
(Perry et Whetzel 1986). Il y a aussi des
essais pour exprimer le bactériophage
T4 dans des plants de tabac transgénique
(Hippe et al. 1989).

Certaines autolysines bactériennes
peuvent étre des lysozymes. A titre
d’exemple, mentionnons un lysozyme (N-
acétylmuramoylhydrolase) du Strepto-
coccus faecium Orla-jensen (Kawamura
et Shockman 1983). Contrairement aux
autres lysozymes connus, cette enzyme
a une masse moléculaire relativement
élevée (environ 130 kD pour la forme
inactive et environ 87 kD pour la forme
active) et est une glycoprotéine. Chez les
champignons, le lysozyme des Chalarop-
sis spp. est bien caractérisé (Lyne et al.
1990).

Le lysozyme des insectes le mieux
caractérisé est celui du Hyalophora ce-
cropia (F.) (Boman et al. 1991). Ce lyso-
zyme (13 kD) est tres homologue au ly-
sozyme animal de type ¢ dont le repré-
sentant type est le HEWL. Un lysozyme
similaire a été retrouvé dans le Manduca
sexta (L.) [Lepidoptera: Sphingidae]
(Spies et al. 1986), I'Aedes aegyptii (L.)
[Diptera: Culicidae] (Rossignol et Lueders
1986), le Gryllus bimaculatus (De Geer)
[Orthoptera: Gryllinae] (Schneider 1985)
et divers autres insectes (Jollés et al. 1979).
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Des lysozymes ont été rapportés chez
des amibes (Upadhyay et al. 1977), des
bivalves (McHenery et al. 1986) et d’autres
invertébrés (Fenouil et Roch 1991; Jolles
et Jolles 1975; Steinert et Pickwell 1984).
Chez les poissons, des lysozymes de type
c ont été récemment séquencés et ont
démontré des homologies avec les lyso-
zymes du méme type chez les oiseaux et
les mammiferes (Grinde et al. 1988). Avec
la possibilité de produire des poissons
transgéniques, les lysozymes de certains
poissons pourraient présenter des avan-
tages biotechnologiques (Grinde 1989)
en aquiculture et en zootechnie.

Il existe deux types de lysozymes chez
les vertébrés : les lysozymes de type c (le
représentant type est le HEWL et ceux de
type g [le représentant type est le lysozy-
me du blanc d’oeuf de I'oie (GEWL)]. Le
HEWL et son équivalent humain scont des
lysozymes bien caractérisés. L'expression
de ces lysozymes a été étudiée dans
divers systemes hétérologues (Taniyama
et al. 1991). Le géne du HEWL a été
exprimé dans des plants de tabac trans-
génique et I'expression de la protéine
sécrétée représente une activité tres faci-
le a déceler au point de vue enzymatique.

Jusqu’a présent, les lysozymes des
plantes ont montré primordialement des
activités chitinolytiques. lls se distinguent
donc de la plupart des autres lysozymes
qui démontrent des activités lysozyma-
les plus fortes que les activités chitinoly-
tiques. Dans certains cas, des lysozymes
(tels le lysozyme du phage T4 et le GEWL)
ne démontrent que des activités lysozy-
males (Jolles et Jolles 1984). Les plantes
ne semblent donc pas avoir le méme
arsenal de lysozymes que les autres or-
ganismes et elles semblent utiliser de
facon préférentielle des enzymes a dou-
ble fonction (chitinase/lysozyme).

DES HYDROLASES SE
COMPORTANT COMME
DES PROTEINES PR

Les quatre types d’hydrolases décrites
dans la section précédente seront main-
tenant brievement présentés sous |'an-
gle de leur biosynthéese accrue en répon-
se a divers stress chez les végétaux. Ces
hydrolases peuvent, en effet, se compor-



ter comme des protéines reliées a la
pathogenése (protéines PR), par leur
accumulation et leur stimulation dans
divers tissus végétaux a la suite de stress
d’origine abiotique ou biotique. Plusieurs
revues de littérature récentes discutent
abondamment des protéines PR chez les
végétaux (Bol et al. 1990; Lotan et Fluhr
1990; White et Antoniw 1991).

Les chitinases

Des protéines PR du tabac ont été les
premieres identifiées a des chitinases
(Legrand et al. 1987). Depuis, des dizai-
nes de chitinases ont été identifiées a des
protéines PR tant chez les monocotyles
que chez les dicotyles. Cependant, de-
puis guelgues années, on observe la
présence de chitinases du type PR dans
divers organes floraux indemnes (Lotan
et al. 1989). Il est donc devenu évident
que I'accumulation de chitinases de type
PR est aussi sous le contréle du dévelop-
pement normal de certains organes veé-
gétaux. La réponse aux stress n’est donc
qgu’une facette du controle et de la régu-
lation de I'expression de ces génes.

Les chitosanases

Les chitosanases ont été identifiées com-
me protéines PR chez I'orge, la tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) et le
concombre (Grenier et Asselin 1990); elles
sont distinctes des chitinases par leur
masse moléculaire et leur spécificité de
substrat. Comme pour les chitinases, on
suppose que le substrat des chitosana-
ses est un substrat exogéne d’origine
microbienne. Cependant, ces enzymes
pourraient aussi avoir des fonctions en-
dogenes (El Ouakfaoui et Asselin 1992a,
1992b).

Les laminarinases

Des laminarinases de tabac ont d’abord
été identifié¢es comme protéines PR
(Kauffmann et al. 1987). Comme pour les
chitinases, les laminarinases semblent
aussi étre présentes de fagon constitutive
dans certains organes reproducteurs
(Lotan et al. 1989). Le role précis des
laminarinases est inconnu, mais il faut
souligner la présence de divers R-1,3-
glucanes (callose) chez les cellules végé-
tales. Les laminarinases pourraient étre
reliéges au métabolisme des composés
callosiques.
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Les lysozymes

Les lysozymes végétaux n’étant en fait
que des activités secondaires ou complé-
mentaires de chitinases, les lysozymes
végétaux sont donc traités comme des
chitinases végétales. Les remarques con-
cernant les lysozymes s’appliquent aux
chitinases comme protéines PR.

CONCLUSION

Cette revue de littérature a d’abord pré-
senté de nouvelles approches analytiques
(électrophorétiques) applicables a diver-
ses enzymes a potentiel antimicrobien. i
a été aussi démontré que les chitinases,
laminarinases et lysozymes d’origine
végétale pouvaient se retrouver sous di-
verses formes dans divers organismes.
Les plantes semblent plutét riches en
hydrolases fort diversifiées quant a leur
forme moléculaire tandis que les chitosa-
nases n‘ont pas encore été rapportées
chez les animaux. La signification de cette
différence n’est pas encore élucidée.
Pourtant, les animaux sont aussi exposés
a des agents pathogénes appartenant
aux Zygomyceétes. Enfin, signalons que
certaines activités (chitinase, chitosana-
se, laminarinase, lysozyme) peuvent se
trouver sous la forme de protéines PR
de stress et sous la forme de protéines
constitutives dans des organes reproduc-
teurs. Ce double rble n'a pas été encore
démontré chez les animaux. La significa-
tion de cette différence entre les plantes
et les animaux n’est pas connue.

Au cours des prochaines années, |'étu-
de des génes et de I'expression de ces
génes dans des organismes transgéni-
ques saura certes contribuer a mieux
comprendre I'importance et I'utilisation
de telles enzymes a potentiel microbien
chez les divers types d'organismes. En-
fin, cet article a voulu aussi signifier que
I'expression monogénique de telles hy-
drolases dans des plants transgéniques
ne constituait peut-étre pas la panacée
face aux agents pathogenes. Malgré
cette limitation, nos connaissances sont
encore trop embryonnaires pour bien
exploiter tout le potentiel de ces enzy-
mes a potentiel antimicrobien.
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